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DESCRIPCION

Receptores 6a y 64 del factor de necrosis tumoral.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevos genes humanos que codifican polipéptidos que son miembros de la
familia de los receptores de TNF. Mas especificamente, se proporcionan moléculas aisladas de 4cido nucleico que
codifican polipéptidos humanos denominados receptores 6a y 683 del factor de necrosis tumoral, denominados algunas
veces de aqui en adelante “TNFR-6a y TNFR-65” o genéricamente “polipéptidos de TNFR”. También se propor-
cionan polipéptidos de TNFR asi como vectores, células hospedadoras y métodos recombinantes para producir los
mismos. La invencidn se refiere adicionalmente a métodos de escrutinio para identificar agonistas y antagonistas de la
actividad del polipéptido del TNFR. También se proporcionan métodos diagndsticos y terapéuticos que emplean tales
composiciones.

Antecedentes de la invencion

Diversas acciones bioldgicas, por ejemplo, la respuesta a ciertos estimulos y a procesos naturales bioldgicos se
controlan con factores tales como las citoquinas. Muchas citoquinas actdan a través de receptores, acopldndose al
receptor y produciendo una respuesta intracelular.

Por ejemplo, los factores de necrosis tumoral (TNF) alfa y beta son citoquinas que acttian a través de los receptores
de TNF para regular numerosos procesos biolégicos, incluyendo la proteccion contra la infeccidn y la induccién de
choque y la enfermedad inflamatoria. Las moléculas de TNF pertenecen a la superfamilia de los “ligandos de TNF”
y actian junto con sus receptores o contra-ligandos, la superfamilia de “receptores de TNF”. Hasta la fecha se han
identificado nueve miembros de la superfamilia de ligandos de TNF y se han caracterizado diez miembros de la
superfamilia de receptores de TNF.

Entre los ligandos se incluyen el TNF-¢, la linfotoxina a (LT-a, también conocida como TNF-f), LT-8 (encontrada
en el complejo heterotrimero LT-a2-8), FasL, CD40L, CD27L, CD30L, 4-IBBL, OX40L y el factor de crecimiento de
los nervios (NGF). La superfamilia de receptores de TNF incluye el receptor pS5TNF, el receptor p75TNF, la proteina
relacionada con el receptor de TNEF, el antigeno FAS o APO-1, CD40, CD27, CD30, 4-IBB, OX40, el receptor p75 de
baja afinidad y el receptor de NGF (Meager, A., Biologicals, 22:291-295 (1994)).

Muchos miembros de la superfamilia de ligandos de TNF se expresan en linfocitos T activados, lo que implica que
son necesarios para las interacciones de los lifocitos con otros tipos de células que sostienen la ontogenia y funciones
celulares (Meager, A., mencionado anteriormente).

Se ha alcanzado a un conocimiento considerable de las funciones esenciales de diversos miembros de la familia de
receptores de TNF, a través de la identificacién y la creacién de mutantes que anulan la expresion de estas proteinas.
Por ejemplo, mutaciones presentes en la naturaleza en el antigeno FAS y su ligando provocan una enfermedad linfo-
proliferativa (Watanabe-Fukunaga, R. y col., Nature 356:314 (1992)), reflejando tal vez un fallo de la muerte celular
programada. Mutaciones en el ligando CD40 provocan un estado de inmunodeficiencia ligado a X, caracterizado por
altos niveles de inmunoglobulina M y bajos niveles de inmunoglobulina G en el plasma, indicando una activacién
errénea de los linfocitos B dependientes de linfocitos T (Allen, R.C. y col., Science, 259:990 (1993)). Las mutaciones
dirigidas del receptor de baja afinidad del factor de crecimiento de los nervios, provocan un trastorno caracterizado
por una innovacidn sensorial defectuosa de las estructuras periféricas (Lee, K.F. y col., Cell, 69:737 (1992)).

El TNF y la LT-a son capaces de unirse a dos receptores de TNF (los receptores de TNF de 55 y 75 kd). Un gran
nimero de efectos biol6gicos producidos por el TNF y la LT-«, actuando a través de sus receptores, incluyen la ne-
crosis hemorragica de tumores trasplantados, la citotoxicidad, una funcién en el choque endotdxico, la inflamacién, la
inmunorregulacion, la proliferacion y las respuestas antiviricas, asi como la proteccion contra los efectos perjudiciales
de la radiacion ionizante. El TNF y la LT-a estdn implicados en la patogénesis de una amplia gama de enfermedades,
que incluyen el choque endotdxico, la malaria cerebral, los tumores, la enfermedad autoinmune, el SIDA y el rechazo
del injerto-hospedador (Beutler, B. y Von Huffel, C., Science, 264:667-668, (1994)). Las mutaciones en el receptor
PS5 provocan una susceptibilidad creciente a la infeccién microbiana.

Ademds, un dominio de alrededor de 80 aminodcidos, cerca del extremo C-terminal de TNFR1 (p55) y de Fas,
se ha descrito como el “dominio de muerte” que es responsable de la transduccién de sefiales para la muerte celular
programada (Tartaglia y col., Cell, 74:845 (1993)),

La apoptosis o la muerte celular programada, es un proceso fisioldgico esencial en el desarrollo normal y la ho-
meostasis de organismos multicelulares (H. Steller, Science, 267:1445-1449 (1995)). Los desarreglos de la apoptosis
contribuyen a la patogénesis de diversas enfermedades humanas, que incluyen el cancer, los trastornos neurodegene-
rativos y el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (C.B. Thompson, Science, 267:1456-1462 (1995)). Ultimamente
se ha dirigido la atencién a la transduccién de sefiales y a la funcién biolégica de dos receptores de la muerte celular
de la superficie celular, Fas/APO-1 y TNFR-1 (J.L. Cleveland, J.N. Thle, Cell 81, 479-482 (1995); A. Fraser, G. Evan,
Cell 85, 781-784 (1996); S. Nagata, P. Golstein, Science 267, 1449-56 (1995)). Ambos son miembros de la familia de
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receptores de TNF que también incluyen a TNFR-2, NGFR de baja afinidad, CD40 y CD30, entre otros (C.A. Smith
y col., Science 248, 1019-23 (1990); M. Tewari, V.M. Dixit, en “Modular Texts in Molecular and Cell Biology” M.
Purton, Heldin, Carl, compiladores (Chapman y Hall, Londres, 1995). Aunque los miembros de la familia se defi-
nen por la presencia de repeticiones ricas en cisteina en sus dominios extracelulares, Fas/APO-1 y TNFR-1 también
comparten una regién de homologia intracelular, denominada apropiadamente el “dominio de muerte”, la cual estd
relacionada lejanamente con el gen suicida de la Drosophila, “reaper” (P. Golstein, D. Marguet, V. Depraetere, Cell
81, 185-6 (1995); K. White y col., Science 264, 677-83 (1994)). Este dominio de muerte compartido sugiere que am-
bos receptores interaccionan con un conjunto relacionado de moléculas transductoras de sefial que, hasta la fecha, no
han sido identificadas. La activacion de Fas/APO-1 capta la molécula adaptadora que contiene el dominio de muerte
FADD/MORT1 (A.M. Chinnaiyan, K. O’Rourke, M. Tewari, V.M. Dixit, Cell 81, 505-12 (1995); M.P. Boldin y col., J.
Biol. Chem. 270, 7795-8 (1995); E.C. Kischkel y col., EMBO 14, 5579-5588 (1995)) que se une a su vez y activa pro-
bablemente FLICE/MACH1, un miembro de la familia ICE/CED-3 de las proteasas pro-apoptéticas (M. Muzio y col.,
Cell 85, 817-827 (1996); M.P. Boldin, T.M. Goncharov, Y.V. Goltsev, D. Wallach, Cell 85, 803-815 (1996)). Aunque
el papel principal de Fas/APO-1 es desencadenar la muerte celular, el TNFR-1 puede sefialar una configuracién de di-
versas actividades bioldgicas, muchas de las cuales parten de su capacidad para activar el NF-«B (L.A. Tartaglia, D.V.
Goeddel, Immunol. Today 13, 151-3 (1992)). Por tanto, TNFR-1 capta la molécula adaptadora multivalente TRADD
que, como FADD, también contiene un dominio de muerte (H. Hsu, J. Xiong, D.V. Goeddel, Cell 81, 495-504 (1995);
H. Hsu, H. -B. Shu, M. -P. Pan, D.V. Goeddel, Cell 84, 299-308 (1996)). A través de sus asociaciones con una variedad
de moléculas de sefializacidn que incluyen FADD, TRAF2 y RIP, TRADD puede sefialar tanto la apoptosis como la
activacion de NF-«kB (H. Hsu, H.-B. Shu, M.-P. Pan, D.V. Goeddel, Cell 84, 299-308 (1996); H. Hsu, J. Huang, H.-B.
Shu V. Baichwal, D.V. Goeddel, Immunity 4, 387-396 (1996)). En la base de datos de EMBL, niimero de registro AA
025673, se describe una secuencia de ADN de 46 nt.

Los efectos de los ligandos de la familia de TNF y de los receptores de la familia de TNF son variados e influyen
sobre funciones diversas, normales y anormales, en los procesos bioldgicos del sistema de mamiferos. Por tanto, existe
una clara necesidad de identificacion y caracterizacion de tales receptores y ligandos que influyen sobre la actividad
biol6gica normal y en estados de enfermedad. En particular, existe una necesidad de aislamiento y caracterizacién de
nuevos miembros de la familia de receptores de TNF.

Sumario de la invenciéon

La presente invencién proporciona moléculas aisladas de dcido nucleico que comprenden un polinucleétido que
codifica al menos una porcién de un polinucleétido de TNFR-6a o TNFR-64 que tiene las secuencias completas de
aminodcidos mostradas en SEQ ID NOs: 2 y 4, respectivamente, o la secuencia completa de aminodcidos codificada
por un clon de ADNc depositado como ADN plasmidico con el nimero de depdsito ATCC 97810 y 97809, respec-
tivamente. Las secuencias de nucleétidos determinadas por la secuenciacién de los clones de TNFR-6a y TNFR-643
depositados, que se muestran en las Figuras 1 y 2 (SEQ ID NOs: 1 y 3, respectivamente) contienen marcos de lectura
abiertos que codifican polipéptidos completos de 300 y 170 residuos de aminoacidos, respectivamente, que incluyen
un codén de iniciacion que codifica una metionina N-terminal en las posiciones de nucleétidos 25-27 y 73-75 en SEQ
ID NOs: 1 y 3 respectivamente.

Las proteinas del TNFR de la presente invencion comparten una homologia de secuencia con otros receptores de
TNEF. Variantes por corte y empalme de TNFR-6a y TNFR-68 muestran el mayor grado de homologia de secuencia
con los productos de la traduccién de los ARNm humanos de TNFR-I y TNFR-II (Figura 3) (SEQ ID NOs: 5 y 6,
respectivamente) incluyendo también multiples dominios ricos en cisteina conservados.

Los polipéptidos de TNFR-6a y TNFR-68 tienen secuencias lider predichas de 30 aminodcidos cada una; y la
secuencia de aminodcidos de los polipéptidos predichos de TNFR-6a y TNFR-68 maduros, también se muestra en las
Figuras 1 y 2 como los residuos de aminodcidos 31-300 (SEQ ID NO:2) y 31-170 (SEQ ID NO:4), respectivamente.

De este modo, un aspecto de la invencion proporciona una molécula aislada de acido nucleico que comprende un
polinucleétido que tiene una secuencia de nucleétidos seleccionada entre el grupo consistente en: (a) una secuencia de
nucleétidos que codifica un polipéptido de TNFR que tiene la secuencia de aminoéacidos completa en SEQ ID NO:2
04, o tal y como es codificada por el clon de ADNc contenido en el depésito n® 97810 o 97809 de la ATCC; (b) una
secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido maduro de TNFR que tiene la secuencia de aminoécidos en las
posiciones 31-300 en SEQ ID NO:2, o 31-170 en SEQ ID NO:4, o tal y como es codificada por el clon de ADNc
contenido en la ATCC, n° de depésito 97810 o 97809; (c) una secuencia de nucledtidos que codifica un dominio
soluble extracelular de un polipéptido de TNFR que tiene la secuencia de aminoacidos en las posiciones 31 a 283 en
SEQ ID NO:2, 0 31 a 166 en SEQ ID NO: 4, o tal y como es codificada por el clon de ADNc contenido en la ATCC,
n° de depésito 97810 o 97809; y (d) una secuencia de nucleétidos complementaria a cualquiera de las secuencias de
nucleétidos de los apartados (a), (b) o (c) anteriores.

Otras realizaciones de la invencion incluyen moléculas aisladas de dcido nucleico que comprenden un polinucle6-
tido que tiene una secuencia de nucledtidos idéntica al menos en un 95%, 96%, 97%, 98% o 99% a cualquiera de
las secuencias de nucledtidos de los apartados (a), (b), (¢) y (d) anteriores, o un polinucleétido que se hibrida bajo
condiciones de hibridacion rigurosas, con un polinucleétido de los apartados (a), (b), (c) o (d) anteriores. Este polinu-
cledtido que se hibrida no se hibrida bajo condiciones rigurosas de hibridacién con un polinucleétido que tenga una
secuencia de nucleétidos que consista sélo en residuos A o sélo en residuos T. Una realizacién adicional del acido
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nucleico de la invencién se refiere a una molécula de 4cido nucleico aislada que comprende un polinucleétido que
codifica la secuencia de aminodcidos de una porcién portadora de un epitopo de un polipéptido de TNFR, que tiene
una secuencia de aminoécidos de los apartados (a), (b) o (c) anteriores.

La presente invencién también se refiere a vectores recombinantes que incluyen las moléculas aisladas de 4cido
nucleico de la presente invencién y a células hospedadoras que contienen los vectores recombinantes, asi como a
métodos para preparar tales vectores y células hospedadoras y para emplearlos en la produccién de polipéptidos o
péptidos de TNFR por técnicas recombinantes.

La invencién proporciona adicionalmente un polipéptido de TNFR aislado que comprende una secuencia de ami-
nodcidos seleccionada entre el grupo consistente en: (a) la secuencia de aminoacidos de un polipéptido de TNFR de
longitud completa que tiene la secuencia de aminodcidos completa mostrada en SEQ ID NO: 2 0 4, o tal y como es co-
dificada por el clon de ADNc contenido en el depdsito n° 97810 0 97809 de la ATCC; (b) la secuencia de aminoacidos
de un polipéptido maduro de TNFR que tiene la secuencia de aminoécidos en las posiciones 31-300 en SEQ ID NO:2,
0 31-170 en SEQ ID NO:4, o tal y como es codificada por el clon de ADNc contenido en la ATCC, n° de depdsito
97810 0 97809; (c) la secuencia de aminoacidos de un dominio soluble extracelular de un polipéptido de TNFR que
tiene la secuencia de aminodcidos en las posiciones 31 a 283 en SEQ ID NO:2 0 31 a 166 en SEQ ID NO: 4, 0 tal y
como es codificada por el clon de ADNc contenido en la ATCC, n° de dep6sito 97810 o 97809.

Los polipéptidos de la presente invencion también incluyen polipéptidos que tienen una secuencia de aminodcidos
idéntica al menos en un 95%, 96%, 97%, 98% o 99% a las descritos en los apartados (a), (b), (c) y (d) anteriores, asi
como polipéptidos que tienen una secuencia de aminodcidos con al menos 95% de similitud con las anteriores.

Una realizacion adicional de este aspecto de la invenciodn, se refiere a un péptido o polipéptido que comprende la
secuencia de aminodcidos de una porcién portadora de epitopo de un polipéptido de TNFR que tiene una secuencia
de aminodcidos descrita en los apartados (a), (b) o (c) anteriores. Los péptidos o polipéptidos que tienen la secuencia
de aminoécidos de una porcién portadora de epitopo de un polipéptido de TNFR de la invencién, incluyen porciones
de tales polipéptidos con al menos seis o siete, preferentemente al menos nueve, y mas preferentemente al menos
aproximadamente 30 aminoécidos, hasta aproximadamente 50 aminodcidos, aunque también estdn incluidos en la
invencion los polipéptidos portadores de epitopo de cualquier longitud hasta e incluyendo la secuencia completa de
aminodcidos de un polipéptido de la invencién descrito anteriormente.

En otra realizacidn, la invencién proporciona un anticuerpo aislado que se une especificamente a un polipéptido
de TNFR, que tiene una secuencia de aminodcidos descrita en los apartados (a), (b) o (c) anteriores. La invencién
proporciona adicionalmente métodos para aislar anticuerpos que se unen especificamente a un polipéptido de TNFR
que tiene una secuencia de aminodcidos tal y como se ha descrito en esta memoria. Tales anticuerpos son ttiles en el
campo del diagndstico o terapéuticamente, tal y como se describe a continuacion.

Los ligandos de la familia del Factor de Necrosis Tumoral (TNF) se conocen por ser de las citoquinas mas pleiotro-
picas, que inducen una gran cantidad de respuestas celulares, que incluyen la citotoxicidad, la actividad antivirica, las
actividades inmunorreguladoras y la regulacién de la transcripcion de diversos genes. La invencién también propor-
ciona composiciones farmacéuticas que comprenden polipéptidos de TNFR, particularmente polipéptidos de TNFR
humanos que se pueden emplear, por ejemplo, para tratar enfermedades infecciosas, incluyendo la infeccién con el
VIH, choque endotdxico, cancer, enfermedades autoinmunes, enfermedad del injerto contra el hospedador, rechazo
agudo de injertos, rechazo crénico de injertos, trastornos neurodegenerativos, sindromes mielodisplasicos, lesion is-
quémica, enfermedad hepdtica inducida por toxinas, choque séptico, caquexia y anorexia. También se proporcionan
métodos para tratar personas que requieran polipéptidos de TNFR.

La invencién proporciona adicionalmente composiciones que comprenden un polinucleétido de TNFR o un poli-
péptido de TNFR para administrar a células in vitro, a células ex vivo y a células in vivo, o a un organismo multicelular.
En ciertas realizaciones particularmente preferidas de este aspecto de la invencidn, las composiciones comprenden un
polinucleétido de TNFR para la expresion de un polipéptido de TNFR en un organismo hospedador para el tratamiento
de una enfermedad. En este aspecto se prefiere particularmente la expresién en un paciente humano, para tratar una
disfuncién asociada con una actividad endégena aberrante de un polipéptido de TNFR.

En otro aspecto, se describe un ensayo para escrutar agonistas y antagonistas que implica determinar el efecto
que tiene un compuesto candidato sobre la unién del polipéptido de TNFR con un ligando de la familia de TNF. En
particular, el método implica poner en contacto el ligando de la familia de TNF con un polipéptido de TNFR y un
compuesto candidato y determinar si la unién del polipéptido de TNFR con el ligando de la familia de TNF, aumenta o
disminuye debido a la presencia del compuesto candidato. En este ensayo, un incremento de la unién de un polipéptido
de TNFR sobre la unién convencional, indica que el compuesto candidato es un agonista de la actividad de unién del
polipéptido de TNFR y una disminucién de la unién del polipéptido de TNFR comparando con la patrén, indica que
el compuesto es un antagonista de la actividad de unién del polipéptido de TNFR.

TNFR-6a y TNFR-68 se expresan en células endoteliales, queratinocitos, tejido de préstata normal y de préstata
tumoral. En una variedad de trastornos de estos tejidos o células, particularmente del sistema inmune, se pueden
encontrar niveles de expresion del gen de TNFR que sean significativamente inferiores o superiores, en ciertos tejidos
(p. €j. tejidos cancerosos) o fluidos corporales (p. €j., suero, plasma, orina, liquido sinovial o liquido espinal), tomados
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de un individuo que tenga dicho trastorno, en relacién con un nivel de expresién del gen de TNFR “convencional”,
es decir, el nivel de expresiéon de TNFR en un tejido sano procedente de un individuo que no tiene el trastorno del
sistema inmune. Por ello, 1a invencién proporciona un método de diagndstico in vitro, util durante la diagnosis de dicho
trastorno, que implica (a) someter a ensayo el nivel de expresion del gen de TNFR en células o en fluidos corporales
de un individuo; (b) comparar el nivel de expresion del gen de TNFR con un nivel de expresion del gen de TNFR
convencional, en donde un incremento o una disminucién del nivel de expresion del gen de TNFR sometido a ensayo,
comparado con el nivel de expresion convencional, es indicativo de un trastorno en el sistema inmune.

La invencién describe adicionalmente un método para tratar un individuo que requiere un incremento del nivel de
actividad del polinucleétido de TNFR en el cuerpo, que comprende administrar a un individuo tal, una composicién
que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido de TNFR aislado de la invencién o un agonista
del mismo.

La invencion también describe un método para tratar un individuo que requiere un nivel inferior de actividad del
polipéptido de TNFR en el cuerpo, que comprende administrar a un individuo tal una composicién que comprende
una cantidad terapéuticamente eficaz de un antagonista de TNFR. Los antagonistas preferidos para uso en la presente
invencion son los anticuerpos especificos de TNFR.

Breve descripcion de las Figuras

La Figura 1 muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:1) y la secuencia de aminodcidos deducida (SEQ ID
NO:2) de TNFR-6«.

Las Figuras 2A y B muestran la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:3) y la secuencia de aminodcidos deducida
(SEQ ID NO:4) de TNFR-68.

Las Figuras 3A a P muestran una alineacion creada con el método de Clustal, empleando el programa Megaline en
la serie DNAstar que compara las secuencias de aminodcidos de TNFR-6a (“TNFR-6a”) y TNFR-68 (“TNFR-6b”)
con otros receptores de TNF, tal y como sigue: TNFR1 (SEQ ID NO:5); TNFR2 (SEQ ID NO:6); NGFR (SEQ ID
NO:7); LTbR (SEQ ID NO: 8); FAS (SEQ ID NO:9); CD27 (SEQ ID NO:10); CD30 (SEQ ID NO:11); CD40 (SEQ
ID NO:12); 4-IBB (SEQ ID NO:13); 0X40 (SEQ ID NO:14); VC22 (SEQ ID NO:15); y CRMB (SEQ ID NO:16).

Las Figuras 4 y 5 muestran andlisis separados de las secuencias de aminodcidos de TNFR-6a y TNFR-6p, res-
pectivamente. Se muestran las regiones alfa, beta, de giro y espiral; la hidrofilicidad y la hidrofobicidad; las regiones
anfipaticas; las regiones flexibles; el indice de antigenicidad y la probabilidad de la localizacion superficial. En los
graficos de “Indice de antigenicidad - Jameson Wolf”, se puede obtener la ubicacién indicada de las regiones altamen-
te antigénicas de las proteinas, es decir, las regiones a partir de las cuales se pueden obtener los péptidos portadores
de epitopos de la invencion.

La Figura 6 muestra las secuencias de nucleétidos de HELDIO6R y HCEOW38R que estan relacionadas con las
SEQID NOs: 1y 3.

Descripcion detallada

La presente invencién proporciona moléculas de dcido nucleico aisladas que comprenden un polinucleétido que
codifica un polipéptido de TNFR-6a o TNFR-68, en general, “polipéptido(s) de TNFR” que tiene la secuencia de ami-
nodcidos mostrada en las SEQ ID NOs: 2 y 4, respectivamente, que se determinaron secuenciando los ADNc clonados.
Las secuencias de nucleétidos mostradas en las Figuras 1 y 2A y B (SEQ ID NOs: 1 y 3) se obtuvieron secuenciando
los clones HPHAES2 y HTPCH&84; los cuales fueron depositados el 22 de noviembre de 1996 en la “American Type
Culture Collection”, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209 y fueron adjudicados los nimeros de
orden 97810 y 97809, respectivamente. Los clones depositados estdn contenidos en el plasmido pBluescript SK(-)
(Stratagene, La Jolla, CA).

Las proteinas TNFR-6a y TNFR-68 de la presente invencion son variantes por corte y empalme que comparten
una secuencia idéntica de nucleétidos y de aminodcidos a lo largo de los 142 residuos N-terminales de las proteinas
respectivas. Las secuencias de aminodcidos de estas proteinas son similares en aproximadamente 23% y comparten
multiples dominios conservados, ricos en cisteina con el producto de la traduccién del ARNm de TNFR-2 humano
(Figura 3) (SEQ ID NO:6). De forma singular, estas proteinas comparten una similitud sustancial de la secuencia en
sus dominios extracelulares, que incluyen cuatro motivos repetidos ricos en cisteina, con una homologia significativa
entre las subunidades. Se supone que TNFR-2 media exclusivamente en la proliferacién de los linfocitos T humanos
mediante TNF (documento PCT W0/94/09137).

Moléculas de dcido nucleico

A no ser que se indique de otro modo, todas las secuencias de nucleé6tidos determinadas por la secuenciacion de
una molécula de ADN de esta memoria, se determinaron empleando un secuenciador automadtico de ADN (tal como
el modelo 373 de Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA) y todas las secuencias de aminodcidos de los polipép-
tidos codificadas por las moléculas de ADN determinadas en esta memoria, fueron predichas por la traduccién de

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 286 843 T3

una secuencia de ADN determinada tal y como se ha descrito anteriormente. Por lo tanto, tal y como se conoce en
la técnica para cualquier secuencia de ADN, determinada por esta via automadtica, cualquier secuencia de nucleétidos
determinada en esta memoria, puede contener algunos errores. Las secuencias de nucledtidos determinadas automati-
camente tienen una identidad tipicamente de al menos 90%, mds tipicamente al menos aproximadamente 95% hasta al
menos aproximadamente 99,9%, con la secuencia de nucleétidos real de la molécula de ADN secuenciada. La secuen-
cia real se puede determinar mds precisamente mediante otras vias que incluyen métodos de secuenciacion manuales
del ADN, bien conocidos en la técnica. Tal y como se conoce en la técnica, una insercion o una delecion aislada en
una secuencia de nucledtidos determinada, comparada con la secuencia real, provocara un desplazamiento del marco
en la traduccién de la secuencia de nucledtidos, de modo que la secuencia de aminodcidos predicha codificada por
una secuencia determinada de nucleétidos serd completamente diferente de la secuencia de aminodcidos codificada
realmente por la molécula de ADN, comenzando en el lugar de dicha insercién o delecion.

Por “secuencia de nucleétidos” de una molécula de 4cido nucleico o de un polinucleétido se entiende, para una
molécula o un polinucleétido de ADN, una secuencia de desoxirribonucledtidos y para una molécula o un polinu-
cledtido de ARN, la secuencia correspondiente de ribonucledtidos (A, G, C y U), en donde cada desoxirribonucle6-
tido timidina (T) en la secuencia de desoxirribonucleétidos especificada, se sustituye por el ribonucleétido uridina
).

Empleando la informacién proporcionada en esta memoria, tal como las secuencias de nucleétidos en las Figuras
1y2AyB (SEQID NOs: 1y 3), una molécula de acido nucleico de la presente invencidén que codifica un polipéptido
de TNFR se puede obtener empleando una clonacién convencional y procedimientos de escrutinio, tales como los de
la clonacién de ADNc empleando ARNm como material de partida. A modo de ilustracién de la invencion, los clones
de TNFR-6a y TNFR-63 (Figuras 1 y 2A y B, respectivamente) se identificaron en genotecas de ADNc procedentes
de los siguientes tejidos: células endoteliales, queratinocitos, tejido normal de prdstata y tejido tumoral de prostata.

Las secuencias de nucledtidos determinadas de los ADNc de TNFR de las Figuras 1 y 2A y B (SEQ ID NOs: 1y 3)
contienen marcos de lectura abiertos que codifican proteinas de 300 y 170 residuos de aminodacidos, con un codén de
iniciacién en las posiciones de nucleétidos 25-27 y 73-75 de las secuencias de nucleétidos en las Figuras 1 y 2 (SEQ
ID NOs: 1y 3), respectivamente.

Los marcos de lectura abiertos de los genes de TNFR-6a y TNFR-68 comparten una homologia de la secuencia
con el producto de la traducciéon del ARNm humano para TNFR-2, que incluye el dominio extracelular soluble de
aproximadamente 31-283 residuos de SEQ ID NO: 2 y los residuos 31-166 de SEQ ID NO:4, respectivamente.

Tal y como apreciard un experto en la técnica, debido a las posibilidades de error en la secuenciacién descritas
anteriormente, los polipéptidos de TNFR completos reales codificados con los ADNc depositados, que comprenden
aproximadamente 300 y 170 aminodcidos, pueden ser algo mds largos o mds cortos. Generalmente, los marcos de
lectura abiertos reales pueden estar en cualquier lugar en el intervalo de +20 aminodcidos, mds probablemente en
el intervalo de =10 aminodcidos, del predicho, a partir del primer codén de metionina desde el extremo N-terminal,
mostrado en las Figuras 1 y 2A y B (SEQ ID NOs: 1 y 3) que estd en fase con las secuencias traducidas mostradas
en cada una de las figuras respectivas. También se apreciard que, dependiendo de los criterios analiticos empleados
para identificar diversos dominios funcionales, la “direccion” exacta del (de los) dominio(s) extracelular(es) y trans-
membranal(es) de los polipéptidos de TNFR, puede diferir ligeramente de las posiciones predichas anteriormente. Por
ejemplo, la localizacién exacta del dominio extracelular en SEQ ID NO: 2 puede variar ligeramente (p. €j., la direccién
se puede “desplazar” aproximadamente 1 hasta aproximadamente 20 residuos, mds probablemente aproximadamente
1 hasta aproximadamente 5 residuos) dependiendo de los criterios utilizados para definir el dominio. En cada caso, tal
y como se describe a continuacién mds ampliamente, la invencién proporciona adicionalmente polipéptidos que tienen
diversos residuos delecionados del extremo N-terminal del polipéptido completo, incluyendo polipéptidos que carecen
de uno o de varios aminoacidos desde el extremo N-terminal del dominio extracelular descrito en esta memoria, lo
que constituye formas solubles de los dominios extracelulares de las proteinas de TNFR-6a y TNFR-64.

Secuencias lider y maduras

Las secuencias de aminodcidos de las proteinas completas de TNFR incluyen una secuencia lider y una proteina
madura, tal y como se muestra en las SEQ ID NOs: 2 y 4. Més particularmente, la presente invencién proporciona
moléculas de 4cido nucleico que codifican formas maduras de las proteinas de TNFR. Por lo tanto, de acuerdo con
la hipdtesis de la sefial, una vez iniciada la exportacién de la cadena proteica en crecimiento, a través del reticulo
endopldsmico rugoso, las proteinas secretadas por las células de mamifero tienen una sefial o una secuencia lider
secretora que se escinde del polipéptido completo para producir una forma “madura” secretada de la proteina. En
la mayoria de las células de mamifero e incluso en las células de insecto, se escinden las proteinas secretadas con
la misma especificidad. Sin embargo, en algunos casos, la escisiéon de una proteina secretada no es completamente
uniforme, lo que da como resultado dos o varias especies maduras de la proteina. Ademads, se conoce desde hace tiempo
que la especificidad de la escision de una proteina secretada se determina finalmente por la estructura primaria de la
proteina completa, es decir, es inherente a la secuencia de aminodcidos del polipéptido. Por tanto, la presente invencién
proporciona una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido maduro de TNFR que tiene la secuencia de
aminodcidos codificada por un clon de ADNc identificado como el dep6sito n® 97810 o 97809 de la ATCC. Por
polipéptidos “maduros” de TNFR que tienen la secuencia de aminodcidos codificada por un clon de ADNc de la
ATCC n° de depésito 97810 0 97809” se entiende la(s) forma(s) madura(s) de la proteina producida por la expresién
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en una célula de mamifero (p. ej., las células COS, tal y como se describe a continuacién) del marco de lectura abierto
completo codificado por la secuencia de ADN humano del clon contenido en el vector depositado.

Ademds, estdn disponibles métodos para predecir si una proteina tiene un lider secretor, asi como el lugar de la
escision de esa secuencia lider. Por ejemplo, en el método de McGeoch (Virus Res., 3:271-286 (1985)) se emplea la
informacién procedente de una regién corta cargada del extremo N-terminal y una regién no cargada posterior de la
proteina completa (sin escindir). En el método de von Heinje (Nucleic Acids Res., 14:4683-4690 (1986)) se emplea la
informacién procedente de los residuos préximos al sitio de escision, tipicamente los residuos -13 a +2, en donde +1
indica el extremo amino terminal de la proteina madura. La exactitud en el prondstico de los puntos de escision de pro-
tefnas secretoras conocidas de mamifero para cada uno de estos métodos, se encuentra en el intervalo de 75-80% (von
Heinje, mencionado anteriormente). Sin embargo, los dos métodos no producen siempre el(los) mismo(s) punto(s)
de escision predicho(s) para una proteina dada.

En el presente caso, la secuencia de aminoécidos deducida de los polipéptidos de TNFR completos, se analizé con
un programa informético “SPORT”, puesto a disposicion por el Dr. Kenta Nakai del “Institute for Chemical Research”,
Universidad de Kioto (véase K. Nakai y M. Kanehisa, Genomics, 14:897-911 (1992)), que es un sistema especializado
para predecir la localizacién celular de una proteina, basdndose en la secuencia de aminodcidos. Como una parte de
esta prediccion informatica de la localizacién, se incorporan los métodos de McGeoch y de von Heinje. El andlisis de
las secuencias de aminodcidos de TNFR con este programa, proporciona los siguientes resultados: TNFR-6« y TNFR-
B codifican polipéptidos maduros que tienen las secuencias de aminodcidos de los residuos 31-300 y 31-170 de SEQ
ID NOs: 2 y 4, respectivamente.

Tal y como se ha indicado, las moléculas de dcido nucleico de la presente invencidn pueden estar en forma de ARN,
tal como ARNm o en forma de ADN, incluyendo, por ejemplo, el ADNc y el ADN gendémico obtenido por clonacién
o producido de forma sintética. E1l ADN puede ser bicatenario o monocatenario. El ADN o ARN monocatenario puede
ser la cadena codificadora, también conocida como la cadena complementaria o puede ser la cadena no codificadora,
también denominada la cadena anti-complementaria.

Por molécula(s) “aislada(s)” de 4cido nucleico se entiende una molécula de 4cido nucleico, ADN o ARN, que
se ha separado de su entorno natural. Por ejemplo, las moléculas de ADN recombinante contenidas en un vector se
consideran aisladas para los fines de la presente invencién. Otros ejemplos de moléculas de ADN aisladas, incluyen las
moléculas de ADN recombinante mantenidas en células hospedadoras heter6logas o las moléculas de ADN purificadas
(parcial o sustancialmente) en solucién. Las moléculas de ARN aisladas incluyen transcritos de ARN in vivo o in
vitro de las moléculas de ADN de la presente invencién. Las moléculas de 4cido nucleico aisladas segun la presente
invencidn, incluyen adicionalmente dichas moléculas producidas sintéticamente.

Las moléculas de 4cido nucleico aisladas de la presente invencién incluyen moléculas de ADN que comprenden
un marco de lectura abierto (ORF) con un codén de iniciacion en las posiciones 25-27 y 73-75 de las secuencias de
nucledtidos mostradas en SEQ ID NOs: 1y 3, respectivamente.

También se incluyen moléculas de ADN que comprenden la secuencia codificadora para los polipéptidos maduros
y predichos de TNFR, mostrada en las posiciones 31-300 y 31-170 de SEQ ID NOs: 2 y 4, respectivamente.

Ademads, las moléculas de dcido nucleico aisladas de la invencién incluyen moléculas de ADN que comprenden
una secuencia sustancialmente diferente a las descritas anteriormente, pero que debido a la degeneracién del cédigo
genético, todavia codifican una proteina de TNFR. Por supuesto, el cédigo genético y las preferencias de codones
especificas de la especie, son conocidos en la técnica. Por lo tanto, para un experto en la técnica seria un trabajo
rutinario generar las variantes degeneradas descritas anteriormente, por ejemplo, para mejorar la expresion de codones
en un hospedador particular (p. €j., cambiar codones en el ARNm humano por los preferidos por un hospedador
bacteriano, tal como E. coli).

En otro aspecto, la invencién proporciona moléculas de dcido nucleico aisladas que codifican un polipéptido de
TNFR que tiene una secuencia de aminoécidos codificada por el clon de ADNc contenido en el pldsmido depositado
en la ATCC, n° de depdsito 97810 o 97809. Preferentemente, esta molécula de 4cido nucleico codificara el polipéptido
maduro a través del clon de ADNc depositado, descrito anteriormente.

La invencién proporciona adicionalmente una molécula de acido nucleico aislada que tiene la secuencia de nu-
cledtidos mostrada en la Figura 1 o en las Figuras 2A y B (SEQ ID NO: 1 o 3) o la secuencia de nucleétidos de
los ADNc de TNFR contenidos en los clones depositados descritos anteriormente, o una molécula de 4cido nucleico
que tenga una secuencia complementaria a una de las secuencias descritas anteriormente. Tales moléculas aisladas,
particularmente las moléculas de ADN, son titiles como sondas para el cartografiado de genes, mediante hibridacién
in situ con cromosomas y para detectar la expresion de los genes de TNFR en tejido humano, por ejemplo, mediante
el andlisis de transferencia de tipo Northern.

La presente invencidn se dirige adicionalmente a moléculas de acido nucleico que codifican porciones de las se-
cuencias de nucledtidos descritas en esta memoria, asi como a fragmentos de las moléculas de acido nucleico aisladas
descritas en esta memoria. En particular, la invencion proporciona polinucle6tidos que tienen una secuencia de nu-
cledtidos que representa la porcién de SEQ ID NO: 1 o 3, la cual consiste en las posiciones 25-924 y 73-582 de SEQ
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ID NOs: 1y 3, respectivamente. También se contemplan los polinucleétidos que codifican polipéptidos de TNFR que
carecen de una metionina aminoterminal, teniendo tales polinucleétidos una secuencia de nucleétidos que representa
la porcion de SEQ ID NOs: 1 y 3 que consiste en las posiciones 28-924 y 76-582, respectivamente. Los polipéptidos
codificados por tales polinucledtidos también se proporcionan, comprendiendo tales polipéptidos una secuencia de
aminodcidos en las posiciones 2-300 y 2-170 de SEQ ID NOs: 2 y 4, respectivamente.

Ademds, la invencién proporciona moléculas de dcido nucleico que tienen secuencias de nucleétidos relacionadas
con porciones extensas de las SEQ ID NOs: 1 y 3 del modo siguiente: HELDIO6R (SEQ ID NO:17) y HCEOW38R
(SEQ ID NO:18) estan relacionadas con ambas SEQ ID NOs: 1 y 3. Se prefieren fragmentos de polipéptidos de las
SEQ ID NOs: 1y 3 que no sean SEQ ID NO:19 o 20 o subfragmentos de las mismas. Las secuencias de HELDIO6R
y HCEOW38R se muestran en la Figura 6.

Mis generalmente, por un fragmento de una molécula de 4cido nucleico aislada que tiene la secuencia de nucledti-
dos del ADNCc depositado o la secuencia de nucleétidos mostrada en las Figuras 1 0 2 (SEQ ID NOs: 1 o 3), se entiende
fragmentos de al menos aproximadamente 15 nt, y mds preferentemente al menos aproximadamente 20 nt, atin mds
preferible al menos aproximadamente 30 nt, e incluso mds preferido, al menos aproximadamente 40 nt de longitud,
que son Utiles como sondas para diagndstico y cebadores, tal y como se describe en esta memoria. Por supuesto, frag-
mentos mayores de 50-300 nt de longitud también son ttiles de acuerdo con la presente invencién como los fragmentos
que se corresponden con la mayoria o con toda la secuencia de nucledtidos de los ADNc depositados, o tal y como se
muestran en las Figuras 1 y 2A y B (SEQ ID NOs: 1 y 3). Se prefieren especialmente los fragmentos que comprenden
al menos 500 nucleétidos que tienen una identidad de al menos 95% con los 500 nucleétidos contiguos mostrados en
SEQ ID NO:1. Por un fragmento de al menos 20 nt de longitud, por ejemplo, se entienden fragmentos que incluyen 20
0 mas bases contiguas de la secuencia de nucle6tidos de un ADNc depositado o la secuencia de nucleétidos tal y como
se muestra en las Figuras 1 y 2A y B (SEQ ID NOs: 1y 3). Los fragmentos de 4cido nucleico preferidos de la presente
invencién, incluyen moléculas de dcido nucleico que codifican porciones portadoras de epitopo de los polipéptidos de
TNFR, tal y como se identifican en las Figuras 4 y 5 y se describen a continuacién con mas detalle.

En otro aspecto, la invencién proporciona una molécula de 4cido nucleico aislada que comprende un polinucleétido
que se hibrida bajo condiciones de hibridacién rigurosas con una porcién del polinucleétido en una molécula de acido
nucleico de la invencién descrita anteriormente, por ejemplo, un clon de ADNc contenido en el depésito de la ATCC
n°® 97810 o 97809. Por “condiciones de hibridacion rigurosas” se entiende una incubacién durante una noche a 42°C,
en una solucién que comprende: 50% de formamida, 5x SSC (NaCl 750 mM, citrato trisédico 75 mM), fosfato sédico
50 mM (pH 7,6), 5x solucién de Denhardt, 10% de sulfato de dextrano y 20 pg/ml de ADN de esperma de salmén
cizallado y desnaturalizado, seguido de lavado de los filtros en 0,1x SSC a aproximadamente 65°C.

Un polinucledtido que se hibrida con una “porcién” de un polinucleétido, significa un polinucledtido (tanto ADN
como ARN) que se hibrida con al menos aproximadamente 15 nucleétidos (nt) y mds preferentemente al menos aproxi-
madamente 20 nt, atin més preferiblemente aproximadamente 30 nt, e incluso mds preferiblemente aproximadamente
30-70 (p. €j., 50) nt del polinucleétido de referencia. Estas son ttiles como sondas para diagnéstico y cebadores tal y
como se han descrito anteriormente y con mds detalle a continuacion.

Una porcién de un polinucleétido de “al menos 20 nt de longitud”, por ejemplo, significa 20 nucle6tidos contiguos
o mds, procedentes de la secuencia de nucledtidos del polinucleétido de referencia (p. €j., un ADNc depositado o
una secuencia de nucleétidos tal y como se muestra en la Figura 1 o en las Figuras 2A y B (SEQ ID NOs: 1 o
3)). Por supuesto, un polinucleétido que se hibrida sélo con una secuencia poli A (tal como el tramo poli(A) 3’
terminal de un ADNc de TNFR, o con un segmento complementario de residuos T (o U), no estarfa incluido en un
polinucleétido de la invencién, empleado para hibridarse con una porcién de un 4cido nucleico de la invencidn, puesto
que un polinucledtido tal, se hibridaria con cualquier molécula de 4cido nucleico que contenga un segmento poli(A) o
su complemento (p. €j., practicamente cualquier clon de ADNCc bicatenario).

Tal y como se ha indicado, las moléculas de acido nucleico de la presente invencién que codifican un polipéptido de
TNFR pueden incluir, sin estar limitadas a las mismas, las que codifican la secuencia de aminodcidos del polipéptido
maduro por si mismas; y la secuencia codificadora del polipéptido maduro y secuencias adicionales, tales como las que
codifican aproximadamente 26-35 aminodcidos de la secuencia lider o secretora, tal como una secuencia preproteica o
proproteica o preproproteica; la secuencia codificadora del polipéptido maduro, con o sin las secuencias codificadoras
adicionales mencionadas anteriormente.

También estdn codificados por los dcidos nucleicos de la invencidn, las secuencias proteicas anteriores junto con
secuencias adicionales no codificadoras que incluyen, por ejemplo, sin estar limitadas a las mismas, intrones y se-
cuencias 5’ y 3’ no codificadoras, tales como las secuencias transcritas y no traducidas que tienen una funcién en la
transcripcion, el procesamiento del ARNm que incluyen las sefiales de corte y empalme y de poliadenilacién, por ejem-
plo, la unién al ribosoma y la estabilidad del ARNm; una secuencia codificadora adicional que codifica aminodcidos
adicionales, tales como las que proporcionan funcionalidades adicionales.

Por lo tanto, la secuencia que codifica el polipéptido se puede fusionar con una secuencia marcadora, tal como
una secuencia que codifica un péptido que facilita la purificacién del polipéptido fusionado. En ciertas realizaciones
preferidas de este aspecto de la invencion, la secuencia de aminodcidos marcadora es un péptido de hexa-histidina, tal
como la marca proporcionada en un vector pQE (QIAGEN, Inc., 9259 Eton Avenue, Chatsworth, CA, 91311) entre
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otras, muchas de las cuales estdn a disposicién comercial. Tal y como se describe en Gentz y col., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 86:821-824 (1989), por ejemplo, la hexa-histidina proporciona una purificacién adecuada de la proteina de
fusién. La marca “HA” es otro péptido titil para la purificacidn que se corresponde con un epitopo obtenido a partir de
la proteina hemoaglutinina de la influenza, que ha sido descrito por Wilson y col., Cell, 37:767 (1984). Tal y como se
describe a continuacidn, otras proteinas de fusion tales, incluyen un TNFR-5, TNFR-6a o TNFR-68 fusionado con Fc
en el extremo N- o C-terminal.

Polinucledtidos variantes y mutantes

La presente invencion describe adicionalmente variantes de las moléculas de acido nucleico de la presente inven-
cién que codifican porciones, andlogos o derivados de un polipéptido de TNFR. Las variantes pueden estar presentes
en la naturaleza, tales como una variante alélica natural. Una “variante alélical” describe una de las diversas formas
alternativas de un gen que ocupa un locus dado en un cromosoma de un organismo. Genes II, Lewin, B., compilador,
John Wiley & Sons, Nueva York (1985).

Las variantes que no estdn presentes en la naturaleza, se pueden producir empleando técnicas de mutagénesis
conocidas en la técnica.

Tales variantes incluyen las producidas por sustituciones, deleciones o adiciones de nucledtidos. Las sustitucio-
nes, deleciones o adiciones pueden implicar uno o varios nucleétidos. Las variantes se pueden alterar en regiones
codificadoras, regiones no codificadoras o en ambas. Las alteraciones en las regiones codificadoras pueden producir
sustituciones, deleciones o adiciones de aminodcidos conservadoras o no conservadoras. Se prefieren especialmente
entre éstas las sustituciones, las adiciones y las deleciones silenciosas, que no alteran las propiedades y las actividades
del polipéptido de TNFR o de sus porciones. También se prefiere especialmente en este contexto, las sustituciones
conservadoras.

Se prefieren muy especialmente las moléculas de acido nucleico que codifican una proteina madura que tiene
una secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NOs: 2 y 4 o las secuencias del polipéptido de TNFR maduro,
codificadas por los clones de ADNc depositados.

Lo mas preferido son las moléculas de 4cido nucleico que codifican el dominio extracelular de una proteina que
tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID Nos: 2 0 4 o el dominio extracelular de una secuencia de
aminodcidos de TNFR codificada por un clon del ADNc depositado.

Otras realizaciones incluyen una molécula de 4cido nucleico aislada que comprende un polinucleétido que tiene
una secuencia de nucleétidos que es al menos idéntica en un 95%, 96%, 97%, 98% o 99% a un polinucleétido se-
leccionado entre el grupo consistente en: (a) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de TNFR que
tiene la secuencia de aminodcidos completa en SEQ ID NOs: 2 o 4, o tal y como es codificada por un clon de ADNc
contenido en el dep6sito n® 97810 o 97809 de la ATCC; (b) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido
maduro de TNFR que tiene una secuencia de aminodcidos en las posiciones 31-300 o 31-170 en SEQ ID NOs: 2 o
4, respectivamente, o tal y como es codificada por un clon de ADNc contenido en la ATCC, n° de depdsito 97810 o
97809; (c) una secuencia de nucleétidos que codifica un dominio soluble extracelular de un polipéptido de TNFR que
tiene la secuencia de aminodcidos en las posiciones 31-283 y 31-166 en SEQ ID NOs: 2 y 4, respectivamente; y (d)
una secuencia de nucledtidos complementaria a cualquiera de las secuencias de nucleétidos de los apartados (a), (b) o
(c) anteriores.

Otras realizaciones de la invencién incluyen moléculas aisladas de dcido nucleico que comprenden un polinucle6-
tido que tiene una secuencia de nucledtidos idéntica al menos en un 95%, 96%, 97%, 98% o 99% a cualquiera de las
secuencias de nucleétidos de los apartados (a), (b), (c) o (d) anteriores, o un polinucleétido que se hibrida bajo condi-
ciones de hibridacidn rigurosas con un polinucleétido de los apartados (a), (b), (c) o (d) anteriores. Este polinucle6tido
que se hibrida no se hibrida bajo condiciones rigurosas de hibridacién con un polinucleétido que tenga una secuencia
de nucleétidos que consista s6lo en residuos A o sélo residuos T. Una realizacion adicional del 4cido nucleico de la
invencidn se refiere a una molécula de 4cido nucleico aislada que comprende un polinucleétido que codifica la secuen-
cia de aminodcidos de una porcién portadora de un epitopo de un polipéptido de TNFR que tiene una secuencia de
aminodcidos de los apartados (a), (b), (c) o (d) anteriores.

La presente invencién también se refiere a vectores recombinantes que incluyen las moléculas aisladas de acido
nucleico de la presente invencién y a células hospedadoras que contienen los vectores recombinantes, asi como a
métodos para preparar tales vectores y células hospedadoras, y para emplearlos en la produccién de polipéptidos o
péptidos de TNFR, por técnicas recombinantes.

Un polinucleétido que tiene una secuencia de nucledtidos que es, al menos, por ejemplo, idéntica en 95% a una
secuencia de nucledtidos de referencia que codifica un polipéptido de TNFR, significa que la secuencia de nucleétidos
del polinucledtido es idéntica a la secuencia de referencia, exceptuando que la secuencia de polinucledtidos puede
incluir hasta cinco mutaciones puntuales por cada 100 nucleétidos de la secuencia de nucleétidos de referencia que
codifica el polipéptido de TNFR. En otras palabras, para obtener un polinucleétido que tenga una secuencia de nu-
cleétidos que sea al menos 95% idéntica a una secuencia de nucleétidos de referencia, hasta 5% de los nucleétidos en
la secuencia de referencia se pueden delecionar o sustituir con otro nucleétido o una cantidad de nucleétidos de hasta
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5% del total de los nucledtidos en la secuencia de referencia, se puede insertar en la secuencia de referencia. Estas
mutaciones de la secuencia de referencia pueden tener lugar en las posiciones 5’ o 3’ terminales de la secuencia de
nucledtidos de referencia o en cualquier lugar entre estas posiciones terminales, intercalando cada uno de forma indi-
vidual entre los nucledtidos en la secuencia de referencia o en uno o en varios grupos contiguos dentro de la secuencia
de referencia.

A modo préctico, el que cualquier molécula de dcido nucleico en particular sea idéntica al menos en 95%, 96%,
97%, 98% o 99% a, por ejemplo, una secuencia de nucleétidos mostrada en la Figura 1 o en las Figuras 2A y B, o
a la secuencia de nucledtidos de un clon de ADNc depositado, se puede determinar convencionalmente empleando
programas informaticos conocidos, tales como el programa Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis Package, version
8 para Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive, Madison, WI 53711). Bestfit
emplea el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, “Advances in Applied Mathematics” 2:482-489 (1981),
para encontrar el mejor segmento de homologia entre dos secuencias. Cuando se emplea Bestfit o cualquier otro
programa de alineacién de secuencias, para determinar si una secuencia en particular es idéntica, por ejemplo, en
95% a una secuencia de referencia de acuerdo con la presente invencidn, las parametros se disponen de modo que el
porcentaje de identidad se calcule sobre la longitud total de la secuencia de nucleétidos de referencia y se permitan
interrupciones en la homologia de hasta 5% del nimero total de nucledtidos en la secuencia de referencia.

La presente solicitud describe adicionalmente moléculas de 4cido nucleico con una identidad de al menos 95%,
96%, 97%, 98% o 99% con una secuencia de dcido nucleico mostrada en la Figura 1 o las Figuras 2A o B (SEQ
ID NOs: 1y 3) o con la secuencia de acido nucleico de un ADNc depositado, sin tener en consideracién si codifica
un polinucleétido que tiene actividad de TNFR. Esto es debido a que incluso si una molécula de dcido nucleico en
particular no codifica un polipéptido que tenga actividad de TNFR, un experto en la técnica sabria cémo utilizar la
molécula de dcido nucleico, por ejemplo, como sonda de hibridacién o como cebador para la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR). Los usos de las moléculas de acido nucleico descritos en la presente invenciéon que no codifican
un polipéptido que tiene actividad de TNFR, incluyen, entre otros, (1) aislar un gen de TNFR o variantes alélicas del
mismo en una genoteca de ADNc; (2) hibridacién in situ (p. €j., “FISH”) con extensiones cromosémicas en metafase,
para proporcionar la localizacién cromosémica precisa del gen de TNFR, tal y como describen Verma y col., “Human
Chromosomes: A Manual of Basic Techniques”, Pergamon Press, Nueva York (1988); y andlisis de la transferencia de
tipo Northern para detectar la expresion de ARNm de TNFR en tejidos especificos.

Sin embargo, se prefieren las moléculas de 4cido nucleico que tienen secuencias con una identidad de al menos
95%, 96%, 97%, 98% 0 99% con una secuencia de dcido nucleico mostrada en la Figura 1 o las Figuras 2A y B
(SEQID NOs: 1y 3) o con la secuencia de dcido nucleico de un ADNc depositado que de hecho codifica polipéptidos
que tienen actividad proteica de TNFR. Un “polipéptido que tiene actividad de TNFR” significa polipéptidos que
muestran actividad similar, pero no necesariamente idéntica, a una actividad de una forma madura o extracelular de
una proteina de TNFR-6a o TNFR-68 de la invencidn, tal y como se mide en un ensayo bioldgico en particular. Los
ligandos de la familia de TNFR inducen diversas respuestas celulares al unirse a los receptores de la familia de los
TNEF, incluyendo el TNFR-6«a y el TNFR-64 de la presente invencion. Las células que expresan las proteinas de TNFR
se cree que tienen una respuesta celular potente frente a los ligandos del receptor de TNFR-I incluyendo los linfocitos
B (CD19+); ambos linfocitos T CD4 y CD8+, los monocitos y las células endoteliales. Una “respuesta celular a un
ligando de la familia de TNF” significa cualquier cambio genotipico, fenotipico y/o morfolégico en una célula, linea
celular, tejido, cultivo de tejido o paciente que se haya inducido con un ligando de la familia de TNF. Tal y como
se ha indicado, tales respuestas celulares incluyen no sélo las respuestas fisiolégicas normales a los ligandos de la
familia de TNF, sino también enfermedades asociadas con una proliferacién celular incrementada o la inhibicién de
una proliferacién celular incrementada, tal como mediante la inhibicién de la apoptosis.

Los ensayos de rastreo para lo descrito anteriormente, son conocidos en la técnica. Un ensayo tal implica el uso
de células que expresan el receptor (por ejemplo, células CHO transfectadas) en un sistema que mide cambios en el
pH extracelular causados por activacién del receptor, por ejemplo, tal y como se describe en Science 246:181-296
(Octubre de 1989). Por ejemplo, un ligando de la familia de TNF se puede poner en contacto con una célula que
expresa la forma madura del polipéptido del receptor de la presente invencion y una segunda respuesta del mensajero,
p- ¢€j., transduccion de la sefial o cambios del pH, se pueden medir para determinar si el polipéptido de TNFR esta
activo.

Por supuesto, debido a la degeneracion del cédigo genético, un experto en la técnica reconocerd inmediatamente
que un gran nimero de moléculas de dcido nucleico que tienen una secuencia con una identidad de al menos 95%, 96%,
97%, 98% 0 99% con la secuencia de dcido nucleico de un ADNc depositado o la secuencia de d4cido nucleico mostrada
en la Figura 1 o en las Figuras 2A y B (SEQ ID NOs: 1 y 3), codificardn un polipéptido “que tiene actividad proteica
de TNFR”. De hecho, el que las variantes degeneradas de estas secuencias de nucledtidos codifican todas ellas el
mismo polipéptido, esto lo apreciard el experto en la técnica sin realizar el ensayo comparativo descrito anteriormente.
También se reconocerd en la técnica que para las moléculas de 4cido nucleico que no sean variantes degeneradas, un
nimero razonable también codificard un polipéptido que tenga la actividad proteica de TNFR. Esto es debido a que el
experto en la técnica conoce sustituciones de aminoacidos que efectian significativamente de forma menos probable
o nada probable la funcién proteica (p. €j., sustituir un aminodcido alifitico con un segundo aminodcido alifatico), tal
y como se describe a continuacién.
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Vectores y células hospedadoras

La presente invencion también se refiere a vectores que incluyen las moléculas de ADN aisladas de la presente
invencion, a células hospedadoras modificadas genéticamente con los vectores recombinantes y a la produccion de
polipéptidos de TNFR o fragmentos del mismo por técnicas recombinantes. El vector puede ser, por ejemplo, un
fago, un plasmido, un vector virico o retrovirico. Los vectores retroviricos pueden ser adecuados o defectuosos pa-
ra la replicacién. En el dltimo caso, la propagacion virica sélo tendrd lugar generalmente en células hospedadoras
complementarias.

Los polinucleétidos se pueden unir a un vector que contiene un marcador seleccionable para la propagacién en un
hospedador. Generalmente, un vector plasmidico se introduce en un precipitado, tal como un precipitado de fosfato
célcico o en un complejo con un lipido cargado. Si el vector es un virus, se puede empaquetar in vitro empleando una
linea celular adecuada para el empaquetamiento y a continuacién transducir en las células hospedadoras.

El inserto de ADN deber4 estar ligado funcionalmente a un promotor adecuado, tal como el promotor del fago
lambda PL, los promotores de E. coli lac, trp, phoA y tac, los promotores temprano y tardio de SV40 y los promotores
de LTRs retroviricos, por mencionar algunos. Otros promotores adecuados son conocidos por los expertos en la técnica.
Las estructuras artificiales para expresion contendran adicionalmente sitios para la iniciacién de la transcripcién, para
la terminacidn y, en la region transcrita, un sitio de unién al ribosoma para la traduccién. La porcién codificadora de los
transcritos expresados en las estructuras artificiales, incluira preferentemente un codon de inicio de la traduccion en el
comienzo y un codén de terminacion (UAA, UGA O UAG) situado de forma adecuada, en el extremo del polipéptido
que se va a traducir.

Tal y como se ha indicado, los vectores de expresion incluirdn preferentemente al menos un marcador selecciona-
ble. Tales marcadores incluyen la reductasa de dihidrofolato, G418 o la resistencia a neomicina, en cultivo de células
eucariotas y genes de resistencia a la tetraciclina, kanamicina o ampicilina para el cultivo en E. coli o en otras bacterias.
Ejemplos representativos de hospedadores adecuados incluyen, sin estar limitados a los mismos, células bacterianas,
tales como E. coli, Streptomyces y células de Salmonella typhimurium; células de hongos, tales como las células de
levadura; células de insectos tales como células de Drosophila S2 y Spodoptera Sf9; células animales tales como CHO,
COS, 293 y células del melanoma de Bowes; y células vegetales. Los medios de cultivo adecuados y las condicio-
nes para las células hospedadoras descritas anteriormente son conocidos en la técnica. Entre los vectores preferidos
para uso en bacterias, se incluyen pQE70, pQE60 y pQE-9, disponibles en QIAGEN, Inc., mencionado anteriormen-
te; los vectores Phagescript, vectores Bluescript, pPNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH46A, disponibles en Stratagene; y
ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRITS disponibles en Pharmacia. Entre los vectores eucariotas preferidos se
encuentran pWLNEOQO, pSV2CAT, pOG44, pXT1 y pSG, disponibles en Stratagene; y pSVK3, pBPV, pMSG y pSVL,
disponibles en Pharmacia. Otros vectores adecuados serdn evidentes para los expertos en la técnica. La introduccién de
la estructura artificial en la célula hospedadora se puede efectuar mediante transfeccion con fosfato célcico, transfec-
ci6n mediada por DEAE-dextrano, transfecciéon mediada por lipido catidnico, electroporacion, transduccidn, infeccién
u otros métodos. Tales métodos estan descritos en muchos manuales de laboratorio convencionales, tales como Davis
y col., Basic Methods In Molecular Biology (1986), El polipéptido se puede expresar en una forma modificada, tal
como una proteina de fusién y puede incluir no sélo sefiales de secrecidn, sino también regiones funcionales heterélo-
gas adicionales. Por ejemplo, una regiéon de aminoécidos adicionales, aminoécidos cargados particularmente, se puede
afiadir al extremo N-terminal del polipéptido para mejorar la estabilidad y la permanencia en la célula hospedadora,
durante la purificacién o durante la manipulacién o el almacenamiento posterior. También los restos peptidicos se pue-
den afiadir al polipéptido para facilitar la purificacion. Tales regiones se pueden retirar antes de la preparacion final del
polipéptido. La adicién de restos peptidicos a los polipéptidos para generar la secrecién o la excrecion, para mejorar
la estabilidad y para facilitar la purificacion, entre otras, son técnicas familiares y de rutina en la técnica. Una proteina
de fusién preferida comprende una region heteréloga procedente de inmunoglobulina que es til para estabilizar y
purificar proteinas. Por ejemplo, el documento EP-A-0464 533 (duplicado canadiense 2045869) describe proteinas
de fusién que comprenden varias porciones de la region constante de moléculas de inmunoglobulina, junto con otra
proteina humana o una parte de la misma. En muchos casos, la parte Fc en una proteina de fusién es muy ventajosa
para el uso en terapia y diagnosis y esto da como resultado, por ejemplo, unas propiedades farmacocinéticas mejoradas
(documento EP-A-0232 262). Por otro lado, para algunos usos seria deseable poder delecionar la parte Fc después de
que se exprese, se detecte y se purifique la proteina de fusion en la forma ventajosa descrita. Esto es el caso cuando la
porcién Fc muestra ser un impedimento para el uso en terapia y diagnosis, por ejemplo, cuando la proteina de fusién
se va a utilizar como antigeno para inmunizaciones. En el descubrimiento de farmacos, por ejemplo, las proteinas
humanas tales como hIL-5, se han fusionado con porciones de Fc para ensayos de escrutinio de alto rendimiento para
identificar antagonistas de hIL-5. Véase, D. Bennett y col., J. Molecular Recognition, 8:52-58 (1995) y K. Johanson y
col.,, J. Biol. Chem. 270:9459-9471 (1995).

Las proteinas de TNFR se pueden recuperar y purificar a partir de cultivos de células recombinantes por métodos
bien conocidos que incluyen la precipitacion con sulfato de amonio o con etanol, la extraccién con 4cidos, la cro-
matografia de intercambio aniénico o catiénico, la cromatografia en fosfocelulosa, la cromatografia de interaccién
hidréfoba, la cromatografia de afinidad, la cromatografia con hidroxilapatito y la cromatografia con lectina. Mas pre-
ferentemente se emplea la cromatografia liquida de alta resoluciéon (“HPLC”) para la purificacion. Los polipéptidos de
la presente invencién incluyen: productos purificados procedentes de fuentes naturales que incluyen fluidos corpora-
les, tejidos y células, tanto aislados directamente como cultivados; productos de procedimientos quimicos sintéticos; y
productos producidos por técnicas recombinantes a partir de un hospedador eucarionte o procarionte, incluyendo, por
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ejemplo, células bacterianas, de levadura, de plantas superiores, de insectos y de mamiferos. Dependiendo del hospe-
dador empleado en un procedimiento de produccidn recombinante, los polipéptidos de la presente invencién pueden
estar glicosilados o pueden no estar glicosilados. Ademads, los polipéptidos de la invencién pueden incluir también un
residuo de metionina modificada inicial, en algunos casos como resultado de procesos mediados por el hospedador.

Polipéptidos y fragmentos

La invencion proporciona adicionalmente polipéptidos de TNFR aislados que tienen las secuencias de aminoéacidos
codificadas por los ADNc depositados o las secuencias de aminodcidos en SEQ ID NOs: 2 y 4 o un péptido o un
polipéptido que comprende una porcion de los polipéptidos anteriores.

Polipéptidos variantes y mutantes

Para mejorar o alterar las caracteristicas de un polipéptido de TNFR, se puede emplear la modificacién genética
de proteinas. La tecnologia de ADN recombinante conocida por los expertos en la técnica se puede emplear para crear
nuevas proteinas mutantes o “muteinas” que incluyen una o varias sustituciones, deleciones, adiciones de aminodcidos
o proteinas de fusion. Tales polipéptidos modificados pueden mostrar, p. €j., una actividad mejorada o una estabilidad
incrementada. Ademds, se pueden purificar con alto rendimiento y mostrar una solubilidad mejor que la del polipéptido
natural correspondiente, al menos bajo ciertas condiciones de purificacién y de almacenamiento.

Mutantes por delecion N-terminal y C-terminal

Por ejemplo, para muchas proteinas, incluyendo el dominio extracelular de una proteina asociada a la membrana
o la(s) forma(s) madura(s) de una proteina secretada, se conoce en la técnica que uno o varios aminodcidos se pueden
delecionar del extremo N-terminal o C-terminal sin una pérdida sustancial de la funcién biolégica. Por ejemplo, Ron y
col., J. Biol. Chem. 268:2984-2988 (1993) describen proteinas modificadas del KGF que tenian actividad de uni6n a la
heparina, incluso si se habian perdido 3, 8 o 27 de los residuos de aminoédcidos amino terminales. En el presente caso,
puesto que las proteinas de la invencién son miembros de la familia de polipéptidos de TNFR, las deleciones de los
aminodcidos del extremo N-terminal hasta la cisteina en la posicion 49 de SEQ ID NOs: 2 y 4 (TNFR-6« y TNFR-65)
pueden conservar alguna actividad bioldgica, tal como la regulacién de la proliferacion y la apoptosis de las células
linfoides. De los polipéptidos que tienen deleciones N-terminales adicionales que incluyen el residuo C49 en SEQ
ID NOs: 2 y 4, no se esperaria que conserven tales actividades bioldgicas, ya que es conocido que estos residuos son
necesarios en un polipéptido relacionado con TNFR, para formar un puente disulfuro para proporcionar la estabilidad
estructural necesaria para la unidn al receptor y la transduccién de la sefial.

Sin embargo, incluso si la delecién de uno o de varios aminodcidos procedentes del extremo N-terminal de una
proteina, da como resultado la modificacién por pérdida de uno o de varias funciones biolégicas de la proteina, otras
actividades bioldgicas se pueden seguir conservando. Por lo tanto, la capacidad de la proteina reducida para inducir
y/o unirse a anticuerpos que reconocen el dominio completo o extracelular de la proteina de TNFR, se conserva
generalmente cuando se escinden menos de la mayoria de los residuos de la proteina completa o el dominio extracelular
del extremo N-terminal. Si un polipéptido en particular que carece de los residuos N-terminales de una proteina
completa, conserva dichas actividades inmunolégicas, se puede determinar facilmente por métodos de rutina descritos
en esta memoria o conocidos de otro modo en la técnica.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona adicionalmente polipéptidos que tienen uno o varios residuos
delecionados del extremo amino terminal de la secuencia de aminodcidos del TNFR, mostrada en SEQ ID NOs: 2 y
4, hasta el residuo de cistefna en la posicién nimero 49; y los polinucledtidos que codifican tales polipéptidos. En
particular, la presente invencién proporciona polipéptidos de TNFR-5 que comprenden la secuencia de aminodcidos
de los residuos m-300 y n-170 de SEQ ID NOs: 2 y 4, respectivamente, en donde m y n son nimeros enteros en el
intervalo de 1-49, en donde 49 es la posicién del primer residuo de cisteina procedente del extremo N-terminal de los
polipéptidos completos de TNFR-6a y TNFR-68 (mostrados en SEQ ID NOs: 2 y 4, respectivamente) que se cree que
es necesaria para la actividad de las proteinas de TNFR-6a y TNFR-68.

Mas particularmente, la invencién proporciona polinucledtidos que codifican polipéptidos que tienen la secuencia
de aminoécidos de los residuos: 1-300, 2-300, 3-300, 4-300, 5-300, 6-300, 7-300, 8-300, 9-300, 10-300, 11-300, 12-
300, 13-300, 14-300, 15-300, 16-300, 17-300, 18-300, 19-300, 20-300, 21-300, 22-300, 23-300, 24-300, 25-300, 26-
300, 27-300, 28-300, 29-300, 30-300, 31-300, 32-300, 33-300, 34-300, 35-300, 36-300, 37-300, 38-300, 39-300, 40-
300, 41-300, 42-300, 43-300, 44-300, 45-300, 46-300, 47-300, 48-300 y 49-300 de SEQ ID NO:2 y 1-170, 2-170, 3-
170, 4-170, 5-170, 6-170, 7-170, 8-170, 9-170, 10-170, 11-170, 12-170, 13-170, 14-170, 15-170, 16-170, 17-170, 18-
170, 19-170, 20-170, 21-170, 22-170, 23-170, 24-170, 25-170, 26-170, 27-170, 28-170, 29-170, 30-170, 31-170, 32-
170, 33-170, 34-170, 35-170, 36-170, 37-170, 38-170, 39-170, 40-170, 41-170, 42-170, 43-170, 44-170, 45-170, 46-
170, 47-170, 48-170 y 49-170 de SEQ ID NO:4.

Los polinucleétidos que codifican estos polipéptidos también se proporcionan.
De forma similar, se conocen muchos ejemplos de muteinas con delecién del extremo C-terminal que son biol6-
gicamente funcionales. Por ejemplo, el interferén gamma muestra hasta diez veces mds actividad delecionando los

residuos de los aminodcidos 8-10 del extremo carboxi terminal de la proteina (Dobeli y col., J. Biotechnology 7:199-
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216 (1988)). En el presente caso, puesto que la proteina de la invencién es un miembro de la familia de polipéptidos
de TNFR, las deleciones de los aminodcidos C-terminales hasta la cistefna en la posicién 193 y 132 de SEQ ID NOs:
2 y 4, respectivamente, pueden conservar alguna actividad bioldgica, tal como la regulacién de la proliferacién y la
apoptosis de células linfoides. De los polipéptidos que tienen deleciones C-terminales adicionales que incluyen las
cisteinas en las posiciones 193 y 132 de SEQ ID NOs: 2 y 4, respectivamente, no se esperaria que conserven dichas
actividades bioldgicas, ya que es sabido que estos residuos en los polipéptidos relacionados con el receptor de TNF
son necesarios para la formacién de puentes disulfuro para proporcionar una estabilidad estructural que es necesaria
para la unién al receptor.

Sin embargo, incluso si la delecién de uno o de varios aminoécidos procedentes del extremo C-terminal de una
proteina, da como resultado la modificacion por pérdida de una o de varias funciones bioldgicas de la proteina, se
pueden conservar todavia otras actividades bioldgicas. Por lo tanto, la capacidad de la proteina reducida para inducir
y/o unirse a anticuerpos que reconocen la forma completa o madura de la proteina, se conservard generalmente cuando
menos de la mayoria de los residuos de la proteina en forma completa o madura, se eliminen del extremo C-terminal.
Si un polipéptido en particular que carece de los residuos C-terminales de una proteina completa conserva tales acti-
vidades inmunolégicas, se puede determinar facilmente por métodos rutinarios descritos en esta memoria o conocidos
de otro modo en la técnica.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona adicionalmente polipéptidos que tienen uno o varios residuos
procedentes del extremo carboxi terminal de la secuencia de aminodcidos de TNFR-6a y TNFR-683 mostrados en SEQ
ID NO: 2 y 4, hasta la cistefna en la posicién 193 y 132 de SEQ ID NOs: 2 y 4, respectivamente, y los polinucleétidos
que codifican tales polipéptidos. En particular, la presente invencidn proporciona polipéptidos que tienen la secuencia
de aminoécidos de los residuos 1-y y 1-z de la secuencia de aminodcidos en SEQ ID NOs: 2 y 4, respectivamente, en
donde y es cualquier nimero entero en el intervalo de 193-300 y z es cualquier nimero entero en el intervalo de 132-
170. Los polinucleétidos que codifican estos polipéptidos también se proporcionan.

La invencidén también proporciona polipéptidos que tienen uno o varios aminodcidos delecionados de ambos ex-
tremos terminales carboxi y amino, que se pueden describir en general como los que tienen los residuos m-y de SEQ
ID NO:2 y n-z de SEQ ID NO:4, en donde m, n y y z son nimeros enteros, tal y como se ha descrito anteriormente.

También se incluye una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que consiste en una porcién de una
secuencia de aminodcidos completa de TNFR, codificada por un clon de ADNc contenido en el depésito ATCC n°
97810 0 97809, en donde en esta porcion se excluyen los aminoacidos 1 hasta aproximadamente 49 desde el extremo
amino terminal de la secuencia de aminodcidos completa, codificada por el clon de ADNc contenido en el depdsito
ATCC n°® 97810 0 97809, respectivamente, o desde el aminodcido 1 hasta aproximadamente 107 o 58 desde el extremo
carboxi terminal de la secuencia de aminoacidos completa, codificada por el clon de ADNc contenido en el depdsito
de ATCC n° 97810 o 97809, respectivamente, o cualquier combinacién de las deleciones carboxi y amino terminales
anteriores de la secuencia de aminodcidos completa, codificada por el clon de ADNc contenido en el depdsito de la
ATCC n° 97810 0 97809. Los polinucleétidos que codifican todas las formas anteriores de polipéptidos mutantes por
delecion, también se proporcionan.

Otros mutantes

Ademads de las formas de delecion terminal de la proteina descritas anteriormente, un experto en la técnica también
reconocerd que algunas secuencias de aminodcidos de los polipéptidos de TNFR se pueden variar sin que haya un
efecto significativo sobre la estructura o la funcién de las proteinas. Si se observan tales diferencias en la secuencia, se
debe recordar que hay dreas decisivas en la proteina que determinan la actividad.

Por lo tanto, la invencién incluye adicionalmente variaciones de los polipéptidos de TNFR que muestran una acti-
vidad polipeptidica sustancial de TNFR o que incluyen regiones de la proteina de TNFR, tales como las porciones de
la proteina descritas anteriormente. Tales mutantes incluyen deleciones, inserciones, inversiones, repeticiones y susti-
tuciones tipo seleccionadas de acuerdo con normas generales, conocidas en la técnica, por tener poco efecto sobre la
actividad. Por ejemplo, instrucciones de cémo realizar sustituciones de aminodcidos fenotipicamente silenciosas, las
ofrece Bowie, J. U. y col., “Deciphering the Message in Protein Sequences: Tolerance to Amino Acid Substitutions”,
Science 247:1306-1310 (1990), en donde los autores indican que hay dos vias principales para estudiar la tolerancia
al cambio de una secuencia de aminodcidos. El primer método se basa en el proceso de evolucion, en el que las muta-
ciones se aceptan o se rechazan por seleccion natural. La segunda via emplea modificaciones genéticas para introducir
cambios de aminodcidos en posiciones especificas de un gen clonado y selecciones o escrutinios para identificar se-
cuencias que mantienen la funcionalidad. Tal y como indican los autores, estos estudios han revelado que las proteinas
son sorprendentemente tolerantes a las sustituciones de aminodcidos. Los autores indican adicionalmente cuéles de los
cambios de los aminodcidos estdn probablemente tolerados en una posicién determinada de la proteina. Por ejemplo,
la mayoria de los residuos de aminoécidos insertados requieren cadenas laterales no polares, mientras que se conser-
van algunas caracteristicas de las cadenas laterales superficiales. Otras sustituciones fenotipicamente silenciosas tales,
estdn descritas por Bowie, J. U. y col., mencionado anteriormente, y las referencias citadas en la misma. Se consideran
tipicamente como conservadoras las sustituciones, uno por otro, entre los aminoacidos alifaticos Ala, Val, Leu e Ile;
el intercambio de los residuos de hidroxilo Ser y Thr, el cambio de los residuos 4cidos Asp y Glu, la sustitucion entre
los residuos de amida Asn y Gln, el cambio de los residuos basicos Lys y Arg y las sustituciones entre los residuos
aromaticos Phe, Tyr. Por lo tanto, el fragmento derivado o andlogo del polipéptido de SEQ ID NOs: 2, 4 0 6, o el
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codificado por un ADNc depositado, puede ser (i) uno en el que uno o varios de los residuos de aminoécidos estdn
sustituidos por un residuo de aminodcido conservado o no conservado (preferentemente un residuo de aminoacido
conservado) y dicho residuo de aminodcido sustituido puede estar o no codificado por el c6digo genético, o (ii) uno en
el que uno o varios de los residuos de aminoacidos incluye un grupo sustituyente, o (iii) uno en el que el polipéptido
maduro o soluble extracelular se fusiona con otro compuesto, tal como un compuesto que incrementa la semi-vida del
polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol), o (iv) uno en el que los aminoécidos adicionales se fusionan con la forma
anterior del polipéptido, tal como un péptido de la regiéon de fusién Fc de IgG o una secuencia lider o secretora, o
una secuencia que se emplea para la purificacién de la forma anterior del polipéptido o una secuencia de pro-proteina.
Tales fragmentos, derivados y andlogos se consideran dentro del alcance de la técnica a partir de las ensefianzas de
esta memoria.

Por lo tanto, el TNFR de la presente invencién puede incluir una o varias sustituciones, deleciones o adiciones de
aminodcidos, tanto a partir de mutaciones naturales como mediante manipulacién humana. Tal y como se indica, los
cambios se prefieren que sean de una naturaleza menor, tales como sustituciones conservadoras de aminodcidos que
no afectan significativamente al plegamiento o a la actividad de la proteina (véase Tabla 1).

TABLA 1

Sustituciones de aminodcidos conservadoras

Aromatico Fenilalanina
Triptéfano
Tirosina

Hidréfobo Leucina
Isoleucina
Valina

Polar Glutamina
Asparagina

Bésico Arginina
Lisina
Histidina

Acido Acido aspartico
Acido glutamico

Pequefio Alanina
Serina
Treonina
Metionina
Glicina

Los aminoécidos en las proteinas de TNFR de la presente invencion que son esenciales para el funcionamiento, se
pueden identificar por métodos conocidos en la técnica, tales como la mutagénesis dirigida al sitio o la mutagénesis
con rastreo y sustitucion por alanina (Cunningham y Wells, Science 244:1081-1085 (1989)). El ultimo procedimiento
introduce mutaciones aisladas de alanina en cada residuo en la molécula. Las moléculas mutantes resultantes se some-
ten a continuacién a un ensayo de la actividad bioldgica, tal como unidn al receptor o actividad proliferativa in vitro o
in vivo.

Son de especial interés las sustituciones de aminodcidos cargados por otros aminodcidos cargados o neutros que
pueden producir proteinas con caracteristicas mejoradas muy deseables, tales como una menor agregacion. La agrega-
cién puede no sélo reducir la actividad, sino también ser problemdtica cuando se preparan formulaciones farmacéuti-
cas, ya que los agregados pueden ser inmunégenos (Pinckard y col., Clin. Exp. Immunol. 2:331-340 (1967); Robbins
y col., Diabetes 36:838-845 (1987); Cleland y col., Crit. Rev. Therapeutic Drug Carrier Systems 10:307-377 (1993).
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La sustitucién de los aminoacidos también puede cambiar la selectividad de la unién de un ligando con los recep-
tores de la superficie celular. Por ejemplo, Ostade y col., Nature 361:266-268 (1993) describen ciertas mutaciones que
dan como resultado una unidn selectiva del TNF-a s6lo a uno de los dos tipos de receptores de TNF conocidos. Los
sitios que son decisivos para la unién del ligando-receptor también se pueden determinar por andlisis estructural, tal
como cristalizacién, resonancia magnética nuclear o marcacion por fotoafinidad (Smith y col., J. Mol. Biol. 224:899-
904 (1992) y de Vos y col., Science 255:306-312 (1992)).

Puesto que TNFR-6a y TNFR-6 son miembros de la familia de proteinas relacionadas con el receptor de TNF,
para modular mds que para eliminar completamente las actividades bioldgicas se realizan mutaciones preferentemente
en secuencias que codifican aminoécidos, en el dominio extracelular conservado de TNFR, mas preferentemente en
residuos dentro de esta region que no estdn conservados entre los miembros de la familia de receptores de TNFE.
También se describe en la presente invencién polinucledtidos aislados que comprenden secuencias de dcido nucleico
que codifican los mutantes de TNFR anteriores.

Los polipéptidos de la presente invencion se proporcionan preferentemente en forma aislada y preferentemente
estan sustancialmente purificadas. Una versién de los polipéptidos de TNFR producida recombinantemente se puede
purificar sustancialmente por el método de una etapa, descrito por Smith y Johnson, Gene 67:31-40 (1988). Los
polipéptidos de la invencién también se pueden purificar a partir de fuentes naturales o recombinantes, empleando
anticuerpos anti-TNFR-6a y anti-TNFR-64 de la invencién en métodos que son bien conocidos en la técnica de
purificacién de proteinas.

La invencién proporciona adicionalmente polipéptidos de TNFR aislados que comprenden una secuencia de ami-
nodcidos seleccionada entre el grupo consistente en: (a) la secuencia de aminoacidos de un polipéptido de TNFR de
longitud completa que tiene la secuencia de aminodcidos completa mostrada en SEQ ID NOs: 2 0 4 o tal y como es
codificada por un clon de ADNc contenido en el depésito de la ATCC n°® 97810 o 97809; (b) la secuencia de aminoa-
cidos de un polipéptido maduro de TNFR que tiene la secuencia de aminoécidos en las posiciones 31-300 en SEQ ID
NO:2 0 31-170 en SEQ ID NO:4, o tal y como es codificado por un ADNc contenido en el depésito de la ATCC n°
97810 0 97809; o (c) la secuencia de aminodcidos de un dominio extracelular soluble de un polipéptido de TNFR que
tiene la secuencia de aminoécidos en las posiciones 31 a 283 en SEQ ID Nos: 2 0 31 a 166 en SEQ ID NO:4, o tal y
como es codificado por el clon de ADNc contenido en el depésito de la ATCC n® 97810 o 97809.

Otros polipéptidos de la presente invencién incluyen polipéptidos que tienen una similitud de al menos 95% y atn
mas preferentemente una similitud de al menos 96%, 97%, 98% o0 99% con los descritos anteriormente. Los polipép-
tidos de la invencién también comprenden aquellos que son idénticos en al menos 95%, atin més preferentemente al
menos 96%, 97%, 98% o 99% al polipéptido codificado por el ADNc depositado o al polipéptido de SEQ ID NOs: 2
04,y también se incluyen porciones de tales polipéptidos con al menos 30 aminoédcidos y mds preferentemente con al
menos 50 aminoécidos.

Por “% de similitud” entre dos polipéptidos se entiende una puntuacién de la similitud obtenida al comparar las
secuencias de aminodcidos de los dos polipéptidos empleando el programa Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis
Package, version 8 para Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive, Madison, WI
53711) y el ajuste por defecto para determinar la similitud. Bestfit emplea el algoritmo de homologfa local de Smith
y Waterman (Advances in Applied Mathematics 2:482-489, 1981) para encontrar el segmento con la mejor similitud
entre dos secuencias.

Un polipéptido que tiene una secuencia de aminoécidos con al menos, por ejemplo, una “identidad” del 95% con
una secuencia de aminodcidos de referencia de un polipéptido de TNFR, significa que la secuencia de aminoacidos del
polipéptido es idéntica a la secuencia de referencia, exceptuando que la secuencia de polipéptidos puede incluir hasta
5 alteraciones de aminodcidos por cada 100 aminodcidos de la secuencia de aminodcidos de referencia del polipéptido
de TNFR. Con otras palabras, para obtener un polipéptido que tenga una secuencia de aminodcidos con una identidad
de al menos 95% con una secuencia de aminoacidos de referencia, se puede delecionar o sustituir por otro aminoacido
hasta un 5% de los residuos de aminodacidos en la secuencia de referencia, o un nimero de aminodacidos hasta el 5% del
ndmero total de residuos de aminodcidos en la secuencia de referencia, se puede insertar en la secuencia de referencia.
Estas alteraciones de la secuencia de referencia pueden tener lugar en las posiciones del amino o carboxi terminales
de la secuencia de aminodcidos de referencia o en cualquier otro lugar entre las posiciones terminales, intercalados de
forma individual entre los residuos en la secuencia de referencia o en uno o en varios grupos contiguos dentro de la
secuencia de referencia.

De forma practica, el que cualquier polipéptido en particular sea idéntico en al menos 95%, 96%, 97%, 98% o
99% a, por ejemplo, la secuencia de aminodcidos mostrada en SEQ ID NOs: 2 o 4, o a una secuencia de aminoé-
cidos codificada por un clon de ADNc depositado, se puede determinar convencionalmente empleando programas
informdticos conocidos, tales como el programa Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis Package, versién 8 para Unix,
Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive, Madison, WI 53711). Cuando se emplea el
programa Bestfit o cualquier otro programa de alineacion de secuencias para determinar si una secuencia en particular
es, por ejemplo, idéntica en 95% a una secuencia de referencia de acuerdo con la presente invencion, los pardmetros se
determinan, por supuesto, de modo que el porcentaje de identidad se calcule sobre la longitud total de la secuencia de
aminodcidos de referencia y se permitan las interrupciones en la homologia de hasta 5% del nimero total de residuos
de aminodacidos en la secuencia de referencia.
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El polipéptido de la presente invencion se podria utilizar como marcador del peso molecular en geles de SDS-PAGE
o en columnas de filtracion del gel con tamices moleculares empleando métodos bien conocidos por los expertos en la
técnica.

Tal y como se describe detalladamente mds adelante, los polipéptidos de la presente invencidén también se pueden
utilizar para obtener anticuerpos policlonales y monoclonales que son titiles en ensayos para detectar la expresion de
la proteina TNFR, tal y como se describe a continuacién, o como agonistas y antagonistas capaces de potenciar o de
inhibir la funcién de la proteina de TNFR. Ademas, tales polipéptidos se pueden utilizar en el sistema de dos hibridos
de levadura para “capturar” proteinas que se unen a la proteina de TNFR, que también son agonistas y antagonistas
candidatos segtin la presente invencién. El sistema de dos hibridos de levadura se describe en Fields y Song, Nature
340:245-246 (1989).

Porciones portadoras de epitopos

En otro aspecto, la invencién proporciona un péptido o un polipéptido que comprende una porcién portadora de
epitopo de un polipéptido de la invencidn. El epitopo de esta porcién de polipéptido es un epitopo inmunégeno o
antigénico de un polipéptido de la invencién. Un “epitopo inmundgeno” se define como una parte de una proteina que
produce una respuesta del anticuerpo, cuando la proteina completa es el inmunégeno. Por otro lado, una regién de una
molécula proteica a la que se puede unir un anticuerpo, se define con un “epitopo antigénico”. El niimero de epitopos
inmundgenos de una proteina, generalmente es menor que el nimero de epitopos antigénicos. Véase, por ejemplo,
Geysen y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3998-4002 (1983).

Tal y como se conoce para la seleccién de péptidos o polipéptidos portadores de un epitopo antigénico (es de-
cir, que contienen una regién de una molécula de proteina a la que se puede unir un anticuerpo), se conoce bien
en la técnica que péptidos sintéticos relativamente cortos que mimetizan parte de una secuencia proteica, son capa-
ces de producir de forma rutinaria un antisuero que reacciona con la proteina parcialmente mimetizada. Véase, por
ejemplo, Sutcliffe, J. G., Shinnick, T.M. Green, N. y Learner, R.A. (1983) “Antibodies that react with predetermined
sites on proteins”, Science, 219:660-666. Los péptidos capaces de producir sueros reactivos con la proteina repre-
sentados frecuentemente en la secuencia primaria de una proteina, se pueden caracterizar por un conjunto de normas
quimicas sencillas y no estdn confinados a regiones inmunodominantes de las protefnas intactas (es decir, epitopos
inmunégenos) ni a extremos carboxilo o amino terminales. Los péptidos y polipéptidos portadores de epitopos anti-
génicos de la invencidn son por tanto utiles para obtener anticuerpos, incluyendo anticuerpos monoclonales, que se
unen especificamente a un polipéptido de la invencién. Véase, por ejemplo, Wilson y col., Cell 37:767-778 (1984) en
777.

Los péptidos y polipéptidos portadores de epitopos antigénicos de la invencién contienen preferentemente una se-
cuencia de al menos nueve y mds preferentemente entre aproximadamente 15 hasta aproximadamente 30 aminoacidos
contenidos dentro de la secuencia de aminodcidos de un polipéptido de la invencién, seleccionados entre el grupo
consistente en: desde Ala-31 hasta Thr-46, desde Phe-57 hasta Thr-117, desde Cys-132 hasta Thr-175, desde Gly-185
hasta Thr-194, desde Val-205 hasta Asp-217, desde Pro-239 hasta Leu-264 y desde Ala-283 hasta Pro 298 en SEQ ID
NO:2; y desde Ala-31 hasta Thr-46, desde Phe-57 hasta GIn-80, desde Glu-86 hasta His-106, desde Thr-108 hasta Phe-
119, desde His-129 hasta Val-138 y desde Gly-142 hasta Pro-166 en SEQ ID NO:4. Estos fragmentos polipeptidicos
se han determinado para que sean portadores de los epitopos antigénicos de los polipéptidos de TNFR-6a y TNFR-
60, respectivamente, mediante el andlisis del indice de antigenicidad de Jameson-Wolf, tal y como se muestra en las
Figuras 4 y 5 a continuacién.

Los péptidos y polipéptidos portadores de epitopos de la invencidn se pueden producir por cualquier medio con-
vencional. Véase, p. ej., Houghten, R.A. (1985) “General method for the rapid solid-phase synthesis of large numbers
of peptides: specificity of antigen-antibody iteraction at the level of individual amino acids”. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 82:5131-5135; este procedimiento de sintesis simultdnea de péptidos multiples (SMPS, del inglés “Simultaneous
Multiple Peptide Synthesis”) se describe adicionalmente en la Patente de EE.UU. n°® 4.631.211 de Houghten y col.
(1986).

Los péptidos y los polipéptidos portadores de epitopos de la invencion se emplean para inducir anticuerpo,s segin
métodos bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Sutcliffe y col., mencionado anteriormente; Wilson y col.,
mencionado anteriormente; Chow, M. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:910-914; y Bittle, F.J. y col., J. Gen.
Virol. 66:2347-2354 (1985). Los péptidos inmundgenos portadores de epitopos de la invencién, es decir, las partes
de una proteina que producen una respuesta del anticuerpo cuando la proteina completa es el inmundgeno, se han
identificado de acuerdo con métodos conocidos en la técnica. Véase, p. ej., Geysen y col., mencionado anteriormente.
Ademis, la Patente de EE.UU. n° 5.194.392 de Geysen (1990) describe un método general para detectar o determinar
la secuencia de monémeros (aminodcidos u otros compuestos) que sea un equivalente topolégico del epitopo (es decir,
un “mimétopo”), el cual es complementario a un pardtopo en particular (sitio de unién al antigeno) de un anticuerpo
de interés. Mas generalmente, la Patente de EE.UU. n° 4.433.092 de Geysen (1989) describe un método para detectar
o determinar una secuencia de mondmeros que es topograficamente equivalente a un ligando que es complementario
al sitio de unién del ligando de un receptor de interés particular. De forma similar, la Patente de EE.UU. n°® 5.480.971
de Houghten, R.A. y col. (1996) sobre mezclas de oligopéptidos perialquilados, describe oligopéptidos perialquilados
de alquilo C,-C; y conjuntos y bibliotecas de tales péptidos, asi como métodos para usar tales conjuntos y bibliotecas
de oligopéptidos para determinar la secuencia de un oligopéptido perialquilado que se une preferentemente a una
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molécula aceptora de interés. Por lo tanto, los andlogos no peptidicos de los péptidos portadores de epitopo de la
invencion, también se pueden preparar de forma rutinaria por estos métodos.

Proteinas de fusion

Tal y como podra apreciar un experto en la técnica, los polipéptidos de TNFR de la presente invencién y sus
fragmentos portadores de epitopo, descritos anteriormente, se pueden combinar con partes del dominio constante de
inmunoglobulinas (IgG) dando como resultado polipéptidos quimeras. Estas proteinas de fusién facilitan la purifi-
cacion y muestran una semi-vida in vivo incrementada. Esto se ha observado, p. ej., para proteinas quiméricas que
consisten en los dos primeros dominios del polipéptido CD4 humano y diversos dominios de las regiones constantes
de las cadenas pesada o ligera de inmunoglobulinas de mamifero (documento EP A 394.827; Traunecker y col., Nature
331:84-86 (1988)). Las proteinas de fusién que tienen una estructura dimera ligada a disulfuro debido a la parte de la
IgG, pueden ser més eficaces para unirse y neutralizar otras moléculas que la proteina TNFR mondmera o el fragmento
proteico aislado (Fountoulakis y col., J. Biochem. 270:3958-3964 (1995)).

Anticuerpos

Los anticuerpos especificos de la proteina TNFR para emplear en la presente invencién, se pueden obtener contra
las protefnas intactas de TNFR-6a y TNFR-68 o contra un fragmento polipeptidico antigénico de las mismas, el cual
se puede presentar con una proteina vehiculo, tal como albiimina, a un sistema animal (tal como conejo o ratén) o, si
es suficiente largo (al menos aproximadamente 25 aminodcidos) sin vehiculo.

Tal y como se emplea en esta memoria, el término “anticuerpo” (Ab) o “anticuerpo monoclonal” (Mab), significa
que incluye moléculas intactas asi como fragmentos de anticuerpo (tales como por ejemplo, fragmentos Fab y F
(ab’),) que son capaces de unirse especificamente a una proteina de TNFR. Los fragmentos Fab y F(ab’),) carecen
de fragmento Fc del anticuerpo intacto, se aclaran mds rdpidamente en la circulaciéon y pueden tener menos unién no
especifica al tejido que un anticuerpo intacto (Wahl y col., J. Nucl. Med. 24:316-325 (1983)). Por lo tanto, se prefieren
estos fragmentos.

Los anticuerpos de la presente invencion se pueden preparar mediante cualquiera de una variedad de métodos. Por
ejemplo, las células que expresan la proteina de TNFR o un fragmento antigénico de la misma, se pueden administrar
a un animal para inducir la produccién de sueros que contienen anticuerpos policlonales. En un método preferido, se
realiza una preparacién de proteina del TNFR y se purifica para que esté sustancialmente exenta de contaminantes
naturales. Una preparacion tal se introduce a continuacion en un animal para producir antisueros policlonales con una
actividad especifica superior.

En el método mds preferido, los anticuerpos de la presente invencidon son anticuerpos monoclonales. Tales anti-
cuerpos monoclonales se pueden preparar empleando tecnologia de hibridomas (Kohler y col., Nature 256:495 (1975);
Kohler y col., Eur. J. Immunol. 6:511 (1976); Kohler y col., Eur. J. Immunol. 6:292 (1976); Hammerling y col., en:
“Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas”, Elsevier, N.Y. (1981) pags. 563-681). En general, tales procedi-
mientos implican la inmunizacién de un animal (preferentemente ratén) con un antigeno de la proteina de TNFR o,
mads preferentemente, con una célula que expresa la proteina de TNFR. Las células adecuadas se pueden reconocer por
su capacidad para unirse al anticuerpo de la proteina anti-TNFR-6« o anti-TNFR-68. Tales células se pueden cultivar
en cualquier medio de cultivo de tejidos adecuado; sin embargo, se prefiere el cultivo de células en medio Eagle modi-
ficado de Earle suplementado con suero de ternera fetal al 10% (inactivado a aproximadamente 56°C) y suplementado
con aproximadamente 10 g/l de aminodcidos no esenciales, aproximadamente 1000 U/ml de penicilina y aproximada-
mente 100 ug/ml de estreptomicina. Los esplenocitos de tales ratones se extraen y se fusionan con una linea celular
de mieloma adecuada. Cualquier linea celular de mieloma adecuada se puede emplear de acuerdo con la presente
invencidn; sin embargo, es preferible emplear la linea celular parental de mieloma (SP20), disponible en la American
Type Culture Collection, Rockville, Maryland. Después de la fusidn, las células de hibridoma resultantes se mantienen
selectivamente en medio HAT y a continuacion se clonan limitando la dilucidn, tal y como describen Wands y col.
(Gastroenterology 80:225-232 (1981)). Las células de hibridoma obtenidas con esta seleccion, se someten a ensa-
yo a continuacién para identificar los clones que secretan anticuerpos capaces de unirse al antigeno de TNFR deseado.

Alternativamente, los anticuerpos adicionales capaces de unirse al antigeno de TNFR, se pueden producir en un
procedimiento en dos etapas, empleando anticuerpos anti-idiotipicos. Dicho método utiliza el hecho de que los an-
ticuerpos son antigenos por si mismos y que, por tanto, es posible obtener un anticuerpo que se una a un segundo
anticuerpo. De acuerdo con este método, los anticuerpos especificos de la proteina de TNFR se emplean para inmuni-
zar un animal, preferentemente un ratén. Los esplenocitos de dicho animal se emplean a continuacién para producir
células de hibridoma y las células del hibridoma se someten a escrutinio para identificar los clones que producen un
anticuerpo, cuya capacidad para unirse a un anticuerpo especifico de la proteina de TNFR se pueda bloquear con el
antigeno de la proteina de TNFR. Tales anticuerpos comprenden anticuerpos anti-idiotipicos para el anticuerpo espe-
cifico de la proteina de TNFR y se pueden emplear para inmunizar un animal para inducir la formacién de anticuerpos
especificos de la proteina de TNFR adicionales.

Se apreciara que Fab y F(ab’),) y otros fragmentos de los anticuerpos de la presente invencién se pueden emplear
seglin los métodos descritos en esta memoria. Tales fragmentos se producen tipicamente por escision proteolitica
empleando enzimas tales como papaina (para producir fragmentos Fab) o pepsina (para producir fragmentos F(ab’),).
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Alternativamente, los fragmentos que se unen a la proteina TNFR se pueden producir mediante la aplicacién de
tecnologia de ADN recombinante o mediante quimica sintética.

Para el uso in vivo de anti-TNFR en humanos, puede ser preferible emplear anticuerpos monoclonales quiméricos
“humanizados”. Tales anticuerpos se pueden producir empleando estructuras artificiales genéticas, obtenidas a partir de
células de hibridoma que producen los anticuerpos monoclonales descritos anteriormente. Los métodos para producir
anticuerpos quiméricos son conocidos en la técnica. Véase, para una revision, Morrison, Science 229:1202 (1985);
Oi y col., BioTechniques 4:214 (1986); Cabilly y col., Patente de EE.UU. n° 4.816.567; Taniguchi y col., documento
EP 171496; Morrison y col., documento EP 173494; Neuberger y col., documento WO 8601533; Robinson y col.,
documento WO 8702671; Boulianne y col., Nature 312:643 (1984); Neuberger y col., Nature 314:268 (1985).

Enfermedades relacionadas con el sistema inmune
Diagnosis

Los presentes inventores han descubierto que TNFR-6« y TNFR-6( se expresan en tejidos hematopoyéticos y
transformados. En una variedad de enfermedades relacionadas con el sistema inmune, se pueden detectar niveles sus-
tancialmente alterados (incrementados o disminuidos) de expresién génica de TNFR, en el tejido del sistema inmune
o en otras células o fluidos corporales (p. €j., suero y plasma), tomados de un individuo que tiene tal enfermedad,
en relacién con un nivel “convencional” de expresion génica de TNFR, es decir, el nivel de expresion de TNFR en
tejidos del sistema inmune o en fluidos corporales procedentes de un individuo que no tiene la enfermedad del sistema
inmune. Por tanto, la invencién proporciona un método de diagnéstico util durante la diagnosis de una enfermedad
del sistema inmune que implica medir el nivel de expresién del gen que codifica la proteina de TNFR en el tejido
del sistema inmune o en otras células o en el fluido corporal de un individuo y comparar el nivel de expresion génica
medido con un nivel de expresién génica de TNFR convencional, siendo un incremento o una disminucién del nivel
de expresion génica, comparado con el convencional, indicativo de una enfermedad del sistema inmune.

En particular, se cree que ciertos tejidos de mamiferos con cédncer, expresan niveles significativamente reducidos
de la proteina de TNFR y del ARNm que codifica el TNFR, cuando se comparan con un nivel “convencional” corres-
pondiente. Ademas, se cree que estos niveles reducidos de la proteina de TNFR se pueden detectar en ciertos fluidos
corporales (p. €j., suero y plasma) procedentes de mamiferos con dicho cancer, cuando se comparan con el suero de
mamiferos de la misma especie que no tienen cdncer.

Por lo tanto, la invencién proporciona un método de diagndstico in vitro, ttil durante la diagnosis de una enferme-
dad del sistema inmune, que incluye canceres lo cual implica medir el nivel de expresion de los genes que codifican
la proteina de TNFR en el tejido del sistema inmune o en otras células o en fluidos corporales, procedentes de un
individuo y comparar el nivel de expresién génica medido con un nivel de expresién génica de TNFR convencional,
siendo un incremento o una disminucién del nivel de expresién génica, comparado con el convencional, indicativo de
una enfermedad del sistema inmune.

Cuando una diagnosis de una enfermedad en el sistema inmune que incluye la diagnosis de un tumor, se ha rea-
lizado de acuerdo con los métodos convencionales, la presente invencién es util como indicador del prondstico, de
modo que los pacientes que muestran una expresion génica desfavorecida, obtendrdn un resultado clinico peor en
comparacién con pacientes que expresan el gen con un nivel cercano al nivel convencional.

“Someter a ensayo el nivel de expresién del gen que codifica una proteina de TNFR” significa medir de forma
cualitativa o cuantitativa o estimar, el nivel de la proteina de TNFR-6a y/o TNFR-68 o el nivel del ARNm que codifica
la proteina de TNFR-6« y/o TNFR-6( en una primera muestra bioldgica, tanto de forma directa (p. €j., determinando
o estimando el nivel proteico absoluto o el nivel de ARNm) o relativa (p. €j., comparando el nivel proteico de TNFR
o el nivel de ARNm en una segunda muestra biolégica). Preferentemente, el nivel proteico de TNFR o el nivel de
ARNm en la primera muestra bioldgica se mide o se estima y se compara con un nivel proteico de TNFR o un nivel de
ARNm convencional, tomédndose el valor convencional a partir de una segunda muestra bioldgica obtenida a partir de
un individuo que no tiene la enfermedad o determindndolo a través de niveles promedio de una poblacién de individuos
que no tienen una enfermedad del sistema inmune. Tal y como se apreciard en la técnica, una vez que se conocen los
niveles convencionales de proteina de TNFR o los niveles de ARNm, se pueden utilizar repetidamente como patrén
para comparaciones.

Una “muestra biolégica” significa cualquier muestra bioldgica obtenida a partir de un individuo, fluido corporal,
linea celular, cultivo de tejidos u otras fuentes que contiene la proteina de TNFR o el ARNm. Tal y como se ha indicado,
las muestras bioldgicas incluyen fluidos corporales (tales como suero, plasma, orina, liquido sinovial y fluido espinal)
que contienen un(os) dominio(s) extracelular(es) libre(s) (o forma(s) soluble(s)) de una proteina de TNFR, un tejido
del sistema inmune y otras fuentes de tejidos que expresan un dominio completo o extracelular de un TNFR. Los
métodos para obtener biopsias de tejidos y fluidos corporales de mamiferos, son conocidos en la técnica. Cuando la
muestra biolégica incluye ARNm, la fuente preferida es una biopsia de tejido.

La invencién también contempla el uso de un gen de la presente invencién para la diagnosis de mutaciones en un
gen de TNFR. Por ejemplo, si estd presente una mutacion en uno de los genes de la presente invencidn, se produciran
estados debidos a una falta de produccion de los polipéptidos del receptor de la presente invencién. Ademads, las
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mutaciones que favorecen la actividad del polipéptido del receptor, conducirdn a enfermedades asociadas con una
expresion en exceso del polipéptido del receptor, p. €j., choque endotéxico. Las mutaciones en los genes se pueden
detectar comparando la secuencia del gen defectuoso con la del gen normal. A continuacién, se puede verificar si un
gen mutante estd asociado con un estado de enfermedad o con la susceptibilidad de contraer un estado de enfermedad.
Es decir, un gen mutante que conduce a la expresion reducida de los polipéptidos del receptor de la presente invencién
estarfa asociado con una incapacidad del TNF para inhibir el crecimiento tumoral.

Otras enfermedades del sistema inmune que se pueden diagnosticar con los ensayos anteriores incluyen la hiper-
sensibilidad, la alergia, la enfermedad infecciosa, la enfermedad del injerto contra el hospedador, la inmunodeficiencia,
las enfermedades autoinmunes y similares.

En los individuos portadores de mutaciones en los genes de la presente invencidn, se pueden detectar las mutaciones
a nivel de ADN por una variedad de técnicas. Los dcidos nucleicos empleados para la diagnosis se pueden obtener a
partir de células de pacientes, tales como las de la sangre, la orina, la saliva y la biopsia de tejidos, entre otros tejidos.
El ADN genémico se puede utilizar directamente para la deteccién o se puede amplificar enzimdticamente empleando
la PCR (Saiki y col., Nature, 324:163-166 (1986)) antes del andlisis. E1l ARN o el ADNc también se puede utilizar
con el mismo fin. A modo de ejemplo, los cebadores de la PCR complementarios al 4cido nucleico de la presente
invencidn, se pueden utilizar para identificar y analizar mutaciones en los genes humanos de la presente invencion.
Por ejemplo, deleciones e inserciones se pueden detectar por un cambio en el tamafio del producto amplificado, en
comparacién con el genotipo normal. Las mutaciones puntuales se pueden identificar hibridando el ADN amplificado
con ARN radiomarcado o, alternativamente, las secuencias de ADN complementarias radiomarcadas de la presente
invencion. Las secuencias perfectamente emparejadas se pueden distinguir de los diplex desemparejados mediante
digestion con ARNasa A o por diferencias en la temperatura de fusién. Un diagndstico tal seria particularmente util
para los ensayos prenatales o incluso neonatales.

Las diferencias en la secuencia entre el gen de referencia y los “mutantes” se pueden revelar por el método de
secuenciacion directa del ADN. Ademas, los segmentos de ADN clonados se pueden utilizar como sondas para detec-
tar segmentos especificos de ADN. La sensibilidad de este método mejora sustancialmente cuando se combina con la
PCR. Por ejemplo, una secuenciacién primaria empleada con un producto bicatenario de la PCR o una molécula mo-
nocatenaria molde, generada mediante un producto modificado de la PCR. La determinacién de la secuencia se realiza
por procedimientos convencionales con nucleétidos radiomarcados o con procedimientos de secuenciacién automatica
con marcas fluorescentes.

Los cambios de la secuencia en las posiciones especificas se pueden revelar con los ensayos de proteccidon contra
nucleasas, tales como la proteccién contra ARNasa y S1 o el método de escisién quimica (por ejemplo, Cotton y col.,
PNAS, 85:4397-4401 (1985)).

El ensayo de los niveles de proteina de TNFR en una muestra biolégica se puede realizar empleando técnicas
basadas en anticuerpos. Por ejemplo, la expresion de proteinas de TNFR en tejidos, se puede estudiar con métodos
inmunohistolégicos clasicos (Jalkanen, M., y col., J. Cell. Biol. 101:976-985 (1985); Jalkanen, M., y col., J. Cell. Biol.
105:3087-3096 (1987)). Otros métodos basados en anticuerpos, ttiles para detectar la expresion génica de TNFR,
incluyen inmunoensayos, tales como el ensayo de inmunoabsorcién enzimatica (ELISA) y el radioinmunoensayo
(RIA). Los marcadores adecuados para el ensayo del anticuerpo son conocidos en la técnica e incluyen marcadores
enzimadticos, tales como la oxidasa de glucosa y los radiois6topos, tales como yodo (**°1, '?'T), carbono (*C), azufre
(¥S), tritio CH), indio ("?In) y tecnecio (*™Tc) y marcadores fluorescentes, tales como la fluoresceina, la rodamina, y
la biotina.

Ademds de someter a ensayo los niveles de proteina de TNFR en una muestra biolégica obtenida a partir de un
individuo, las proteinas de TNFR también se pueden detectar in vivo mediante la formacién de imdgenes. Los mar-
cadores de anticuerpos o los marcadores para la formacion de imdgenes in vivo de las proteinas de TNFR, incluyen
los que se pueden detectar por rayos X, RMN o ESR. Para los rayos X, los marcadores adecuados incluyen radioi-
sotopos tales como bario o cesio que emiten una radiacién detectable pero que no son manifiestamente nocivos para
la persona. Los marcadores adecuados para la RMN y ESR incluyen aquellos con un espin caracteristico detectable,
tal como deuterio, que se puede incorporar en el anticuerpo mediante marcacién de los nutrientes del hibridoma en
consideracion.

Un anticuerpo especifico de TNFR o un fragmento de anticuerpo que se ha marcado con un resto adecuado, de-
tectable mediante la formacién de imégenes, tal como un radioisétopo (por ejemplo, *'1, 1?In, ™ Tc) o una sustancia
radio-opaca o un material detectable por resonancia magnética nuclear, se introduce (por ejemplo, por via parente-
ral, subcutdnea o intraperitoneal) en el mamifero en el que se va a examinar la enfermedad del sistema inmune. Se
entenderd que el tamafio del individuo y el sistema de formacién de imdgenes empleado, determinaran la cantidad
de restos de formacion de imdgenes que son necesarios para producir las imdgenes del diagnéstico. En el caso de un
resto de radioisétopo, para un ser humano, la cantidad de radiactividad inyectada estard normalmente en el intervalo
desde aproximadamente 5 a 20 milicuries de *™Tc. El anticuerpo marcado o el fragmento de anticuerpo se acumulard
entonces preferentemente en el lugar donde se encuentran las células que contienen proteinas de TNFR. La formacién
de imagenes de un tumor in vivo estd descrita por S.W. Burchiel y col., “Immunopharmacokinetics of Radiolabeled
Antibodies and Their Fragments” (capitulo 13 en “Tumor Imaging: The Radiochemical Detection of Cancer”, S.W.
Burchiel y B.A. Rhodes, compiladores, Masson Publishing Inc. (1982)).
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Tratamiento

Los ligandos de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF) son conocidos por estar entre las citoquinas mas
pleyotrépicas, que inducen un gran nimero de respuestas celulares, incluyendo la citotoxicidad, la actividad antivirica,
las actividades inmunorreguladoras y la regulacién transcripcional de numerosos genes (Goeddel, D.V. y col., “Tumor
Necrosis Factors: Gene Structure and Biological Activities”, Symp. Quant. Biol. 51:597-609 (1986), Cold Spring
Harbor; Beutler, B. y Cerami, A., Annu. Rev. Biochem. 57:505-518 (1988); Old, L.J., Sci. Am. 258:59-75 (1988);
Fiers, W., FEBS Lett. 285:199-224 (1991)). Los ligandos de la familia de TNF inducen diversas respuestas celulares
al unirse a los receptores de la familia de TNF. Las células que expresan un polipéptido de TNFR y que tienen una
respuesta celular potente frente a los ligandos de TNFR-6a y TNFR-68, incluyen los linfocitos, las células endoteliales,
los queratinocitos y el tejido de la préstata. Una “respuesta celular frente a un ligando de la familia de TNF” significa
cualquier cambio genotipico, fenotipico y/o morfolégico de una célula, linea celular, tejido, cultivo de tejido o paciente,
que se induce con un ligando de la familia de TNF. Tal y como se ha indicado, tales respuestas celulares incluyen no
solo las respuestas fisiolégicas normales a los ligandos de la familia de TNF, sino también enfermedades asociadas
con una apoptosis incrementada o la inhibicién de la apoptosis.

Las enfermedades asociadas con una supervivencia incrementada de las células o la inhibicién de la apoptosis,
incluyen los canceres (tales como linfomas foliculares, carcinomas con mutaciones de p53 y tumores dependientes
de hormonas, tales como el cdncer de mama, el cdncer de prostata, el sarcoma de Kaposi y el cdncer de ovarios);
las enfermedades autoinmunes (tales como lupus eritematoso sistémico y la artritis reumatoide con glomerulonefri-
tis relacionada con el sistema inmune) y las infecciones viricas (tales como herpesvirus, poxvirus y adenovirus), la
enfermedad del injerto contra el hospedador, el rechazo agudo de injertos y el rechazo crénico de injertos. Las enfer-
medades relacionadas con una apoptosis incrementada incluyen el SIDA; las enfermedades neurodegenerativas (tales
como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la esclerosis lateral amiotrdfica, la retinitis pigmento-
sa, la degeneracion cerebelar); los sindromes mielodisplasicos (tales como la anemia aplasica), las lesiones isquémicas
(tales como las causadas por infarto de miocardio, ictus y lesion por reperfusion), la enfermedad hepatica inducida por
toxinas (tal como la causada por el alcohol), el choque séptico, la caquexia y la anorexia.

Por lo tanto, la presente invencién describe un método para mejorar la apoptosis inducida por un ligando de la
familia de TNF que implica administrar a una célula que expresa el polipéptido de TNFR, una cantidad eficaz de
polipéptido de TNFR, un andlogo o un agonista capaz de incrementar la sefial mediada por TNFR. Preferentemente,
la sefial mediada por TNFR se incrementa para tratar una enfermedad en la que se muestra una disminucién de la
apoptosis. El antagonista puede incluir formas solubles de TNFR y anticuerpos monoclonales dirigidos contra el
polipéptido de TNFR.

Por “agonista” se entienden compuestos presentes en la naturaleza y sintéticos capaces de mejorar o potenciar
la apoptosis. Por “antagonista” se entienden compuestos presentes en la naturaleza y sintéticos capaces de inhibir la
apoptosis. El que cualquier candidato “agonista” o “antagonista” de la presente invencién pueda potenciar o inhibir la
apoptosis, se puede determinar empleando ensayos conocidos en la técnica de la respuesta celular del ligando/receptor
de la familia de TNF, que incluyen los descritos con mas detalle a continuacion.

Un procedimiento de rastreo de este tipo, implica el uso de melandforos que se transfectan para expresar el re-
ceptor de la presente invencién. Una técnica de rastreo de este tipo se describe en el documento PCT WO 92/01810,
publicado el 6 de Febrero de 1992. Un ensayo tal se puede emplear, por ejemplo, para rastrear un compuesto que
inhibe (o potencia) la activacién del polipéptido receptor de la presente invencidn, poniendo en contacto las células
del melandforo que codifican el receptor, con un ligando de la familia de TNF y el antagonista candidato (o agonista).
La inhibicién o la potenciacién de la sefial generada por el ligando, indica que el compuesto es un antagonista o un
agonista de la ruta de la sefial del ligando/receptor.

Otras técnicas de rastreo incluyen el uso de células que expresan el receptor (por ejemplo, células CHO transfec-
tadas) en un sistema que mide los cambios en el pH extracelular, causados por la activacion del receptor, por ejemplo,
tal y como se describe en Science 246:181-296 (Octubre de 1989). Por ejemplo, los compuestos se pueden poner en
contacto con una célula que exprese el polipéptido del receptor de la presente invencion y se puede medir una segunda
respuesta del mensajero, p. €j., transduccién de la sefial o cambios del pH, para determinar si el compuesto potencial
activa o inhibe al receptor.

Otra técnica de rastreo implica introducir ARN que codifica el receptor en oocitos de Xenopus, para expresar de
forma transitoria el receptor. Los oocitos del receptor se pueden poner entonces en contacto con el ligando del receptor
y un compuesto que se va a rastrear, seguido de la deteccién de la inhibicién o la activacién de una sefial de calcio en
el caso del rastreo de compuestos que se cree que inhiben la activacion del receptor.

Otra técnica de rastreo implica expresar en células una estructura artificial en la que el receptor estd ligado a una
fosfolipasa C o D. Tales células incluyen células endoteliales, células del musculo liso, células de rifién embrionarias,
etc. El rastreo se puede realizar tal y como se ha descrito anteriormente, detectando la activacion del receptor o la
inhibicion de la activacion del receptor a partir de la sefial fosfolipasa.

Otro método implica el rastreo en busca de compuestos que inhiben la activacién del polipéptido del receptor de
los antagonistas de la presente invencién, determinando la inhibicién de la unién del ligando marcado a las células que
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tienen el receptor en su superficie. Un método tal implica transfectar una célula eucariota con ADN que codifica el
receptor, de modo que la célula exprese el receptor en su superficie y poner en contacto la célula con un compuesto en
presencia de una forma marcada de un ligando conocido. El ligando se puede marcar, p. ej., mediante radiactividad. La
cantidad de ligando marcado unido a los receptores se mide, por ejemplo, midiendo la radiactividad de los receptores.
Si el compuesto se une al receptor, tal y como se determina por una reduccién del ligando marcado que se une a los
receptores, se inhibe la unién del ligando marcado al receptor.

Otros ensayos de rastreo de agonistas y antagonistas de la presente invencion se describen en Tartaglia, L.A. y
Goeddel, D.V., J. Biol. Chem. 267(7):4304-4307 (1992).

Por tanto, en un aspecto adicional, un método de rastreo se describe para determinar si un agonista o un antagonista
candidato es capaz de potenciar o inhibir una respuesta celular frente a un ligando de la familia de TNF. El método
implica poner en contacto células que expresan el polipéptido de TNFR con un compuesto candidato y un ligando
de la familia de TNF, sometiendo a ensayo la respuesta celular, y comparando la respuesta celular con una respues-
ta celular convencional, sometiendo a ensayo la respuesta convencional cuando se pone en contacto con el ligando
en ausencia del compuesto candidato, por lo que una respuesta celular incrementada frente a la convencional, indica
que el compuesto candidato es un agonista de la via de la sefial ligando/receptor y una disminucién de la respuesta
celular comparada con la convencional, indica que el compuesto candidato es un antagonista de la via de la sefial li-
gando/receptor. “Someter a ensayo una respuesta celular” significa medir cualitativa o cuantitativamente una respuesta
celular frente a un compuesto candidato y/o un ligando de la familia de TNF (p. ej., determinando o estimando un
incremento o una disminucién de la proliferacién de linfocitos T o de la marcacién de timidina tritiada). A través de
la invencion, una célula que expresa el polipéptido de TNFR se puede poner en contacto con un ligando de la familia
de TNF, administrado de forma endégena o exdgena.

El agonista tal y como se describe en la presente invencién incluye compuestos presentes en la naturaleza y com-
puestos sintéticos tales como, por ejemplo, fragmentos peptidicos del ligando de la familia de TNF; el factor de
crecimiento transformante, neurotransmisores (tales como glutamato, dopamina, N-metil-D-aspartato), supresores tu-
morales (p53), linfocitos T citoliticos y antimetabolitos. Los agonistas preferidos incluyen fairmacos quimioterapéu-
ticos tales como, por ejemplo, cisplatina, dioxorubicina, bleomicina, arabindsido de citosina, mostaza nitrogenada,
metotrexato y vincristina. Otros incluyen etanol y péptido amiloide (Science 267:1457-1458 (1995)). Otros agonistas
preferidos incluyen anticuerpos policlonales y monoclonales obtenidos contra el polipéptido de TNFR o un fragmento
del mismo. Tales anticuerpos agonistas obtenidos contra un receptor de la familia de TNF se describen en Tartaglia,
L.A. y col,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:9292-9296 (1991); y Tartaglia, L.A. y Goeddel, D.V., J. Biol. Chem. 267
(7):4304-4307 (1992). Véase también el documento de solicitud de patente PCT n°® WO 94/09137.

Los antagonistas tal y como se describen en la presente invencion incluyen compuestos presentes en la naturaleza
y sintéticos, tales como, por ejemplo, el ligando de CD40, aminodcidos neutros, zinc, estrogeno, andrégenos, genes
viricos (tales como EIB de Adenovirus, p35 y IAP de Baculovirus, crmA del virus Cowpox, BHRF1.LMP-1 del virus
Epstein-Barr, LMW5-HL del virus de la fiebre porcina africana e yl 34.5 del Herpesvirus), inhibidores de calpaina,
proteasa de cisteina y promotores tumorales (tales como PMA, fenobarbital y hexaclorociclohexano). Otros antago-
nistas incluyen anticuerpos antagonistas policlonales y monoclonales obtenidos contra los polipéptidos de TNFR o
un fragmento de los mismos. Tales anticuerpos antagonistas obtenidos contra un receptor de la familia de TNF se
describen en Tartaglia, L.A. y Goeddel, D.V., J. Biol. Chem. 267(7):4304-4307 (1992) y Tartaglia, L.A. y col., Cell
73:213-216 (1993). Véase también la Solicitud de Patente PCT WO 94/09137.

Otros antagonistas potenciales descritos en la presente invencién incluyen moléculas complementarias. La tecno-
logia complementaria se puede emplear para controlar la expresion génica mediante ADN o ARN complementario
o la formacién de una triple hélice. Las técnicas complementarias se describen, por ejemplo, en Okano, J. Neuro-
chem. 56:560 (1991); “Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene Expression” CRC Press, Boca Raton,
FL (1988). La formacién de la triple hélice se describe, por ejemplo, en Lee y col., Nucleic Acids Research 6:3073
(1979); Cooney y col., Science 241:456 (1988); y Dervan y col., Science 251:1360 (1991). Los métodos se basan en
la unién de un polinucledtido a un ADN o ARN complementario.

Por ejemplo, la porcién 5° codificante de un polinucleétido que codifica el polipéptido maduro de la presente
invencién, se puede utilizar para disefiar un oligonucle6tido de ARN complementario de aproximadamente 10 a 40
pares de bases de longitud. Un oligonucleétido de ADN se disefia para que sea complementario a una region del gen
implicado en la transcripcién, evitando de este modo la transcripcién y la produccién del receptor. El oligonucledtido
de ARN complementario se hibrida con el ARNm in vivo y bloquea la traduccién de la molécula de ARNm en el
polipéptido receptor. Los oligonucledtidos descritos anteriormente también se pueden entregar a células de modo que
el ARN o el ADN complementario se pueda expresar in vivo para inhibir la produccién del receptor.

Otros antagonistas descritos en la presente invencion incluyen formas solubles de TNFR, es decir, fragmentos de
TNFR que incluyen el dominio de unién al ligando procedente de la regién extracelular del receptor de longitud com-
pleta. Tales formas solubles del receptor, que pueden estar presentes en la naturaleza o ser sintéticas, son antagonistas
de la sefializacion de TNFR, compitiendo con el TNFR de la superficie celular para unirse con los ligandos de la
familia de TNF. Por lo tanto, las formas solubles del receptor que incluyen el dominio de unién al ligando son nuevas
citoquinas capaces de inhibir la necrosis tumoral inducida por los ligandos de la familia de TNF. Otras citoquinas tales
son conocidas en la técnica e incluyen Fas B (una forma soluble del receptor de Fas de ratén) que actia fisioldgica-
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mente limitando la apoptosis inducida por el ligando de Fas (Hughes, D.P. y Crispe, L.LN., J. Exp. Med. 182:1395-1401
(1995)).

Tal y como se ha indicado, los agonistas o antagonistas del anticuerpo policlonal o monoclonal de acuerdo con
la presente invencién, se pueden obtener de acuerdo con los métodos descritos por Tartaglia, L.A. y Goeddel, D.V.,
J. Biol. Chem. 267(7):4304-4307 (1992); Tartaglia, L.A. y col., Cell 73:213-216 (1993); y la Solicitud de Patente
PCT WO 94/09137. El término “anticuerpo” (Ab) o “anticuerpo monoclonal” (mAb) tal y como se emplea en esta
memoria, incluye moléculas intactas asi como fragmentos de las mismas (tales como, por ejemplo, los fragmentos
Fab y F(ab’),) que son capaces de unirse a un antigeno. Los fragmentos Fab y F(ab’), carecen del fragmento Fc del
anticuerpo intacto, se aclaran mds rdpidamente de la circulacién y pueden tener menos unién no especifica al tejido,
con un anticuerpo intacto (Wahl y col., J. Nucl. Med. 24:316-325 (1983)).

Los anticuerpos de acuerdo con la presente invencidn se pueden preparar seglin una variedad de métodos descritos
anteriormente y conocidos en la técnica.

Las proteinas y otros compuestos que se unen a los dominios extracelulares también se describen como agonistas
0 antagonistas segin la presente invencidn. Tales compuestos de unién se pueden “capturar” empleando el sistema
de dos hibridos de la levadura (Fields y Song, Nature 340:245-246 (1989)). Una versién modificada del sistema de
dos hibridos de la levadura ha sido descrito por Roger Brent y sus colaboradores (Gyuris, J. y col., Cell 75:791-803
(1993); Zervos, A.S. y col., Cell 72:223-232 (1993)).

Por “ligando de la familia de TNF” se entienden los ligandos presentes en la naturaleza, y recombinantes sintéticos
que son capaces de unirse a un miembro de la familia de receptores de TNF e inducir la via de la sefial del ligan-
do/receptor. Los miembros de la familia de ligandos de TNF incluyen, sin estar limitados a los mismos, los ligandos
de TNFR-6a y TNFR-68, TNF-q, linfotoxina-a (LT-«, también conocida como TNF-3, LT-8, FasL, CD40, CD27,
CD30, 4-IBB, OX40, TRAIL y el factor de crecimiento de los nervios (NGF).

Las aplicaciones terapéuticas representativas de la presente invencion se describen con mas detalle a continuacion.
El estado de inmunodeficiencia que define al SIDA es secundario a una disminucién del nimero y de la funcién de los
linfocitos T CD4*. Estudios recientes estiman la pérdida diaria de linfocitos T CD4" entre 3,5 x 107 y 2 x 10° células
(Wei X., y col., Nature 373:117-122 (1995)). Una causa del agotamiento de los linfocitos T CD4* al establecerse
la infeccion con el VIH, se cree que es la apoptosis inducida por el VIH. Ademads, la muerte celular por apoptosis
inducida por el VIH se ha mostrado no sélo in vitro sino también, con mayor importancia, en individuos infectados
(Ameisen, J.C., AIDS 8:1197-1213 (1994); Finkel, T.H., y Banda, N.K., Curr. Opin. Immunol. 6:605-615 (1995);
Muro-Cacho, C.A. y col., J. Immunol. 154:5555-5566 (1995)). Adicionalmente, la apoptosis y el agotamiento de los
linfocitos T CD4* estan estrechamente relacionados en diferentes modelos animales del SIDA (Brunner, T., y col.,,
Nature 373:441-444 (1995); Gougeon, M.L. y col., AIDS Res. Hum. Retroviruses 9:553-563 (1993)) y, la apoptosis
no se observa en los modelos animales en los que la replicacién virica no da como resultado el SIDA (Gougeon,
M.L. y col., AIDS Res. Hum. Retroviruses 9:553-563 (1993)). Los datos adicionales indican que los linfocitos T no
infectados pero sensibilizados o activados, procedentes de individuos infectados con el VIH, sufren apoptosis después
de encontrarse con el ligando de la familia de TNF, FasL. Empleando lineas celulares monociticas que producen la
muerte después de la infeccién con VIH, se ha mostrado que la infeccién de las células U937 con VIH da como
resultado la expresion de nuevo de FasL y que FasL media en la apoptosis inducida por VIH (Badley, A.D. y col., J.
Virol. 70:199-206 (1996)). Ademais, el ligando de la familia de TNF era detectable en macréfagos no infectados y su
expresion aumentaba después de la infeccién con VIH, dando como resultado la destruccion selectiva de los linfocitos
T CD4 no infectados (Badley, A.D., y col., J. Virol. 70:199-206 (1996)). Por lo tanto, se proporciona con la invencién
un método para tratar individuos VIH* que implica administrar un antagonista de la presente invencién para reducir la
destruccidn selectiva de los linfocitos T CD4. Los modos de administracién y las dosificaciones se exponen con mas
detalle a continuacidn.

En el rechazo de un aloinjerto, el sistema inmune del animal receptor no se ha sensibilizado previamente para
responder, porque el sistema inmune para la mayor parte s6lo se sensibiliza con los antigenos del entorno. Los tejidos
procedentes de otros miembros de la misma especie no se han presentado del mismo modo que como se han presentado
por ejemplo, los virus y las bacterias. En el caso de rechazo de un aloinjerto, los regimenes de inmunosupresion se
disefian para evitar que el sistema inmune alcance el estado efector. Sin embargo, el perfil inmune del rechazo de
xenoinjertos se puede parecer mds a una recaida en la enfermedad mds que a un rechazo de aloinjerto. En el caso
de una recaida en la enfermedad, el sistema inmune ya se ha activado, tal y como se observa por la destruccién
de las células de los islotes naturales. Por lo tanto, en la recaida de una enfermedad el sistema inmune ya estd en
estado efector. Un agonista de la presente invencién es capaz de suprimir la respuesta inmune frente a los aloinjertos
y los xenoinjertos porque los linfocitos activados y diferenciados en células efectoras, expresaran el polipéptido de
TNEFR y, de este modo, son susceptibles a los compuestos que mejoran la actividad del TNFR. Por tanto, la presente
invencion describe adicionalmente un método para crear tejidos inmunes privilegiados. Un antagonista de la invencién
se describe como utilizable en el tratamiento de la enfermedad inflamatoria de Bowel.

Formulaciones

La composicién del polipéptido de TNFR se formulard y se dosificard en una forma compatible con la practica
médica adecuada, teniendo en cuenta el estado clinico del paciente individual (especialmente los efectos secundarios

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 286 843 T3

del tratamiento con el polipéptido de TNFR-6a 0 TNFR-68 aislado), el sitio de administracién de la composicién del
polipéptido de TNFR, el método de administracidn, el esquema de administracion y otros factores conocidos en la
practica. La “cantidad eficaz” de polipéptido de TNFR para los fines de esta memoria, se determina por tanto segin
dichas consideraciones.

A modo de propuesta general, la cantidad total farmacéuticamente eficaz del polipéptido de TNFR administrada
por via parenteral por dosis, estard en el intervalo de aproximadamente 1 ug/kg/dia hasta 10 mg/kg/dia de peso cor-
poral del paciente, aunque, tal y como se ha indicado anteriormente, esto se sometera a discrecion terapéutica. Mas
preferentemente, esta dosis es de al menos 0,01 mg/kg/dia y lo mds preferible para humanos entre aproximadamente
0,01 y 1 mg/kg/dia para la hormona. Si se suministra continuamente, el polipéptido de TNFR se administra tipicamente
con una tasa de dosis de aproximadamente 1 ug/kg/hora hasta aproximadamente 50 ug/kg/hora, con 1-4 inyecciones al
dia o con infusiones subcutdneas continuas, por ejemplo, empleando una mini-bomba o también se puede emplear una
solucién en bolsa intravenosa. La duracién del tratamiento necesario para observar cambios y el tratamiento siguiente
en intervalos, para que tengan lugar las respuestas, parece variar dependiendo del efecto deseado.

Las composiciones farmacéuticas que contienen el TNFR de la invencién se pueden administrar por via oral,
rectal, parenteral, intracisternal, intravaginal, intraperitoneal, topica (tal como con polvos, pomadas, gotas o parche
transdérmico) bucal, o como una pulverizacion oral o nasal. Un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” significa una
carga sdlida, semisodlida o liquida no téxica, diluyente, material encapsulado o una formulacién auxiliar de cualquier
tipo. El término “parenteral” tal y como se emplea en esta memoria se refiere a modos de administracién que incluyen
la inyeccioén intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intraesternal, subcutanea e intraarticular y la infusion.

El polipéptido de TNFR también se administra de forma adecuada mediante sistemas de liberacion sostenida. Los
ejemplos adecuados de composiciones de liberacién sostenida incluyen matrices de polimeros semipermeables en
forma de articulos con forma; p. ej.,. peliculas o microcdpsulas. Las matrices de liberacién sostenida incluyen poliac-
tidas (documento de patente de EE.UU. n° 3.773.919, EP 58.481), copolimeros de 4cido L-glutdmico y gama-etil-L-
glutamato (Sidman, U. y col., Biopolymers 22:547-556 (1983)), poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) (R. Langer y col.,
J. Biomed. Mater. Res. 15:167-277 (1981) y R. Langer, Chem. Tech. 12:98-105 (1982)), vinilacetato de etileno (R.
Langer y col., Id.) o poli(4dcido D-(-)3-hidroxibutirico) (documento EP 133.988). Las composiciones de polipéptido
de TNFR de liberacion sostenida también incluyen polipéptidos de TNFR inmovilizados en un liposoma. Los lipo-
somas que contienen los polipéptidos de TNFR se preparan por métodos conocidos por si mismos: documento DE
3.218.121; Epstein y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:3688-3692 (1985); Hwang y col, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
77:4030-4034 (1980); documento EP 52.322; documento EP 36.676; documento EP 88.046; documento EP 143.949;
documento EP 142.641; Solicitud de Patente Japonesa 83-118008; Patentes de EE.UU. N 4.485.045 y 4.544.545; y
documento EP 102.324. De forma ordinaria, los liposomas son de tipo unilamelar pequefio (aproximadamente 200-
800 Angstroms) en los que el contenido en liquido es superior a aproximadamente 30 mol. porciento de colesterol,
ajustandose la proporcién seleccionada para la terapia dptima con el polipéptido de TNFR.

Para la administracion por via parenteral, en una realizacion, el polipéptido de TNFR se formula generalmente
mezclandolo con el grado deseado de pureza, en una forma inyectable de dosificacién unitaria (solucién, suspensién
o emulsién) con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, es decir, uno que no sea téxico para los receptores en las
dosificaciones y las concentraciones empleadas y que sea compatible con otros ingredientes de la formulacién. Por
ejemplo, la formulacién no incluye preferentemente agentes oxidantes y otros compuestos que sean conocidos por ser
perjudiciales para los polipéptidos.

Generalmente, las formulaciones se preparan poniendo en contacto el polipéptido de TNFR de forma uniforme
e intima con vehiculos liquidos o sélidos finamente divididos, o ambos. A continuacién, si es necesario, el producto
toma la forma de la formulacién deseada. Preferentemente, el vehiculo es un vehiculo parenteral, mas preferentemente
una solucién que es isotdnica con la sangre del receptor. Ejemplos de tales vehiculos portadores incluyen el agua, la
solucidn salina, la solucién de Ringer y la solucién de dextrosa. Los vehiculos no acuosos tales como aceites fijados y
oleato de etilo, también son ttiles en esta memoria, asi como los liposomas.

El vehiculo adecuado contiene cantidades menores de aditivos, tales como sustancias que mejoran la isotonicidad
y la estabilidad quimica. Tales materiales no son téxicos para los receptores en las dosificaciones y las concentraciones
empleadas, e incluyen tampones tales como fosfato, citrato, succinato, acido acético y otros 4cidos organicos o sus
sales; antioxidantes tales como 4cido ascorbico; polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente
diez residuos), p. ej., poliarginina o tripéptidos; proteinas, tales como seroalbumina, gelatina o inmunoglobulinas;
polimeros hidroéfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoécidos, tales como glicina, dcido glutdmico, 4cido aspartico
o arginina; monosacdaridos, disacaridos y otros carbohidratos que incluyen celulosa o sus derivados, glucosa, manosa o
dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; azicar-alcoholes tales como manitol o sorbitol; iones contrarios tales
como sodio; y/o tensioactivos no i6nicos tales como polisorbatos, poloxameros o PEG.

El polipéptido de TNFR se formula tipicamente en tales vehiculos con una concentracién de aproximadamente 0, 1
mg/ml hasta 100 mg/ml, preferentemente, 1-10 mg/ml, a un pH de aproximadamente 3 a 8. Se entenderd que con el
uso de algunos de los anteriores excipientes, vehiculos o estabilizantes, se formaran sales de polipéptidos de TNFR.

Los polipéptidos de TNFR que se van a emplear para la administracion terapéutica deben ser estériles. La esteri-
lidad se consigue facilmente mediante filtracion a través de unas membranas de filtracion estériles (p. ej., membranas
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de 0,2 micras). Las composiciones de polipéptido de TNFR terapéuticas se colocan generalmente en un recipiente que
tiene una lumbrera de acceso estéril, por ejemplo, una bolsa o frasco para solucidn intravenosa que tenga una pieza de
cierre perforable mediante una aguja para inyeccion hipodérmica.

Los polipéptidos de TNFR se almacenardn generalmente en un recipiente para una dosis o multidosis, por ejemplo,
ampollas selladas o frascos, como una solucién acuosa o como una formulacidn liofilizada para reconstitucién. A modo
de ejemplo de formulacidn liofilizada, los frascos de 10 ml se rellenan con 5 ml de solucién acuosa al 1% (p/v) filtrada
de forma estéril del polipéptido de TNFR y la mezcla resultante se liofiliza. La solucién de la infusién se prepara
mediante reconstitucion del polipéptido de TNFR liofilizado empleando agua-para-inyeccion bacteriostatica.

La invencion también proporciona un paquete o equipo de reactivos farmacéuticos que comprenden uno o varios
recipientes rellenados con uno o varios de los ingredientes de las composiciones farmacéuticas de la invencién. Junto
con dicho recipiente puede haber una nota en la forma prescrita por la agencia gubernamental que regula la fabricacion,
el uso o la venta de productos farmacéuticos o productos bioldgicos, reflejando dicha nota que la agencia ha aprobado
la fabricacion, el uso o la venta para la administracidon en seres humanos. Ademads, los polipéptidos de la presente
invencién se pueden emplear junto con otros compuestos terapéuticos.

El’lSClyOS en cromosomas

Las moléculas de dcido nucleico de la presente invencién también son adecuadas para la identificacién de cromo-
somas. La secuencia se convierte especificamente en diana y puede hibridarse con una posicién particular sobre un
cromosoma humano individual. Ademads, actualmente es necesario identificar sitios particulares sobre el cromosoma.
Pocos reactivos marcadores de cromosomas que se basen en los datos de la secuencia real (polimorfismos repetidos)
estan disponibles actualmente para marcar la posicién en el cromosoma. El cartografiado de los ADN en cromosomas
segun la presente invencién, es una primera etapa importante en la correlacién de las secuencias con genes asociados
con la enfermedad.

En ciertas realizaciones preferidas a respecto, los ADNc descritos en esta memoria se emplean para clonar ADN
genémico de un gen de la proteina de TNFR. Esto se puede realizar empleando una variedad de técnicas bien conocidas
y de genotecas que estdn generalmente a disposicién comercial. EIl ADN gendémico se emplea a continuacién para el
cartografiado in situ del cromosoma, empleando técnicas bien conocidas para este fin.

Ademds, en algunos casos, las secuencias se pueden cartografiar en cromosomas preparando cebadores para la
PCR (preferentemente 15-25 pb) procedentes del ADNc. El andlisis informdtico de la regién 3’ no traducida del
gen, se emplea para seleccionar rapidamente los cebadores que no abarcan mds de un ex6n en el ADN gendmico,
complicando de este modo el proceso de amplificacion. Estos cebadores se emplean a continuacion para el escrutinio
con la PCR de hibridos de células sométicas que contienen cromosomas humanos individuales. La hibridacién in situ
con fluorescencia (“FISH”) de un clon de ADNc con una extension cromosémica en metafase, se puede utilizar para
proporcionar una posicién cromosdmica precisa en una etapa. Esta técnica se puede utilizar con sondas procedentes
del ADNc que tengan una longitud tan corta como 50 o 60 pb. Para una revision de esta técnica, véase Verma y col.,
“Human Chromosomes: A Manual Of Basic Techniques”, Pergamon Press, Nueva York (1988).

Una vez que se ha cartografiado la secuencia en una posicion precisa del cromosoma, la posicién fisica de la
secuencia sobre el cromosoma se puede correlacionar con datos del mapa genético. Tales datos se encuentran, por
ejemplo, en V. McKusick, “Mendelian Inheritance In Man”, disponible en linea a través de la Universidad Johns
Hopkins, Biblioteca Médica Welch. La relacién entre los genes y las enfermedades que se han cartografiado en la
misma regién cromosdmica, se identifican a continuacidén a través de un andlisis del enlace (herencia conjunta de los
genes fisicamente adyacentes).

Después, es necesario determinar las diferencias en el ADNc o la secuencia gendmica entre los individuos afecta-
dos y no afectados. Si se observa una mutacién en alguno o en todos los individuos afectados, pero no se observa en
ninguno de los individuos normales, entonces la mutacion debe ser probablemente el agente causante de la enferme-
dad.

Habiendo descrito en general la invencién, se describird lo mismo haciendo referencia a los siguientes Ejemplos,
que se proporcionan a modo de ilustracién y no pretenden ser limitantes.

Ejemplos
Ejemplo 1
Expresion y purificacion de TNFR-6« y TNFR-6f3 en E. coli

El vector de expresién bacteriana pQE60 se emplea para la expresion bacteriana en este Ejemplo (QIAGEN, Inc.
9259 Elton Avenue, Chatsworth, CA, 91311). pQE60 codifica la resistencia al antibidtico ampicilina (“Ampr”) y
contiene un origen bacteriano de replicacién (“ori”’), un promotor inducible con IPTG, un sitio de unién al ribosoma
(“RBS”), seis codones que codifican residuos de histidina que permiten la purificacién por afinidad empleando una

resina de afinidad 4cido nitrilo-triacético de niquel (“Ni-NTA”) vendida por QIAGEN Inc., mencionado anteriormente,
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y sitios adecuados para escisién con enzimas de restriccion aisladas. Estos elementos se disponen de modo que un
fragmento de ADN que codifica un polipéptido se pueda insertar de modo que se produzca ese polipéptido con los
seis residuos de histidina (es decir, “6 X marcas de His”) unidas covalentemente al extremo carboxilo-terminal de ese
polipéptido. Sin embargo, en este ejemplo, la secuencia codificadora del polipéptido se inserta de modo que se evite
la traduccién de los seis codones de His y, por tanto, el polipéptido se produce sin las 6 X marcas de His.

Las secuencias de ADN que codifican las porciones deseadas de las proteinas de TNFR-6a y TNFR-6 que com-
prenden las formas maduras de las secuencias de aminoacidos de TNFR-6a y TNFR-68, se amplifican a partir de los
clones de ADNc depositados, empleando cebadores de oligonucledtidos de la PCR que se reasocian con las secuencias
aminoterminales de las porciones deseadas de las proteinas de TNFR-6a y TNFR-68 y con las secuencias en las es-
tructuras artificiales depositadas, 3’ de la secuencia codificadora del ADNc. Nucleétidos adicionales que contienen los
sitios de restriccion para facilitar la clonacién en el vector pQE60, se afiaden a las secuencias 5 y 3°, respectivamente.

Para clonar la forma madura de la proteina TNFR-6¢, el cebador 5’ tiene la secuencia 5> CGCCCATGGCAGAAA
CACCCACCTAC 3’ (SEQ ID NO:19) que contiene el sitio de restriccién de Ncol subrayado. Un experto en la
técnica apreciard, por supuesto, que el punto en la secuencia codificadora de la proteina en donde comienza el ce-
bador 5°, se puede variar para amplificar una porcién deseada de la proteina completa, de longitud mayor o me-
nor que la forma madura. El cebador 3’ tiene la secuencia 5° CGCAAGCTTCTCTTTCAGTGCAAGTG 3 (SEQ
ID NO:20) que contiene el sitio de restricciéon de HindIII subrayado. Para clonar la forma madura de la protei-
na TNFR-68, el cebador 5’ tiene la secuencia de SEQ ID NO:19 anterior y el cebador 3’ tiene la secuencia 5’
CGCAAGCTTCTCCTCAGCTCCTGCAGTG 3’ (SEQ ID NO:21) que contiene el sitio de restriccion de HindIII
subrayado.

Los fragmentos de ADN de TNFR-6« y TNFR-68 amplificados y el vector pQE60 se digieren con Ncol y HindIII
y los ADNs digeridos se ligan a continuacidn entre si. La insercién del ADN de TNFR-6a y TNFR-68 en los puntos
del vector pQE60 restringido, coloca la region codificadora de la proteina TNFR-6a y TNFR-68 que incluye su codén
de detencidn asociado, aguas abajo del promotor inducible con IPTG y en marco con un AUG de iniciacién. El codén
de detencidn asociado evita la traduccién de los seis codones de histidina aguas abajo del punto de insercién.

La mezcla de ligacion se transforma en células de E. coli competentes, empleando procedimientos convencionales,
tales como los descritos por Sambrook y col., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 2* ed.; Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989). La cepa de E. coli M15/rep4 que contiene copias multiples del
plasmido pREP4, que expresa el represor lac y que confiere la resistencia a la kanamicina (“Kanr”), se emplea para
realizar el ejemplo ilustrativo, descrito en esta memoria. Esta cepa, que sélo es una de las muchas que estan disponibles
para expresar la proteina de TNFR-6a o TNFR-68, estd disponible comercialmente en QIAGEN, Inc., mencionado
anteriormente. Los transformantes se identifican por su capacidad de crecer en placas de LB, en presencia de ampicilina
y kanamicina. E1 ADN plasmidico se aisla a partir de las colonias restantes y la identidad del ADN clonado se confirma
con andlisis de restriccién, PCR y secuenciacién del ADN.

Los clones que contienen las estructuras artificiales deseadas se dejan crecer durante una noche (“O/N”) en cultivo
liquido en medio LB suplementado con ampicilina (100 ug/ml) y kanamicina (25 ug/ml). El cultivo O/N se emplea pa-
ra inocular un cultivo mayor, con una dilucién de aproximadamente 1:25 hasta 1:250. Las células se dejan crecer hasta
obtener una densidad 6ptica a 600 nm (“DOy,”) entre 0,4 y 0,6. A continuacidn se aiade isopropil-b-D-tiogalactopira-
nésido (“IPTG”) hasta tener una concentracion final de 1 mM para inducir la transcripcién desde el promotor sensible
al represor lac, inactivando el represor lacl. Las células se incuban posteriormente durante 3 o 4 horas adicionales. A
continuacién las células se recogen por centrifugacion.

Para purificar el polipéptido de TNFR-6« y TNFR-6p, las células se agitan después durante 3-4 horas a 4°C en
guanidina-HC1 6 M, pH 8. Los residuos celulares se retiran por centrifugacion y el material sobrenadante que contiene
el TNFR-6a y TNFR-68 se dializa frente a tampon Na-acetato SO mM, pH 6, suplementado con NaCl 200 mM.
Alternativamente, la proteina se puede replegar con éxito, dializdndola de nuevo frente a NaCl 500 mM, 20% de
glicerol, Tris/HC1 25 mM pH 7,4, que contiene inhibidores de la proteasa. Después de renaturalizar la proteina, se
puede purificar mediante cromatografia de intercambio iénico, de interaccién hidréfoba y de exclusién por tamafio.
Alternativamente, se puede utilizar una etapa de la cromatografia de afinidad, tal como una columna con anticuerpo
para obtener la proteina TNFR-6a y TNFR-6 pura. La proteina purificada se almacena a 4°C o se congela a -80°C.

El siguiente método alternativo se puede utilizar para purificar TNFR-6a o TNFR-6 expresada en E. coli, cuando
estd presente en forma de cuerpos de inclusidn. A no ser que se indique de otro modo, todas las etapas siguientes se
realizan de 4-10°C.

Después de completar la fase de produccion de la fermentacién en E. coli, el cultivo celular se enfria a 4-10°C y las
células se recogen mediante centrifugacién continua a 15.000 rpm (Heraeus Sepatech). Basdndose en el rendimiento
esperado de proteina por unidad de peso de la pasta celular y la cantidad de proteina purificada necesaria, se suspende
una cantidad adecuada de la pasta celular, en peso, en una solucién tamp6n que contiene Tris 100 mM, EDTA 50 mM,
pH 7.,4. Las células se dispersan en una suspension homogénea empleando un mezclador por cizallado superior.

Las células se lisaron a continuaciéon haciendo pasar la solucién a través de un microfluidizador (Microfuidics,
Corp. o APV Gaulin, Inc.) dos veces a 4000-6000 psi. El material homogeneizado se mezcla a continuacién con
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solucién de NaCl hasta tener una concentracion final de NaCl 0,5 M, seguido de centrifugacién a 7000 x g durante 15
minutos. El sedimento resultante se lavé de nuevo empleando NaCl 0,5 M, Tris 100 mM, EDTA 50 mM, pH 7.,4.

Los cuerpos de inclusién resultantes lavados se solubilizan con hidrocloruro de guanidina 1,5 M (GuHCI) durante
2-4 horas. Después de una centrifugacién a 7000 x g, durante 15 minutos, se retir6 el sedimento y el material so-
brenadante que contenia el polipéptido de TNFR-6a o TNFR-68 se incubd a 4°C durante una noche para permitir la
extraccion posterior del GuHCI.

Después de una centrifugacion a alta velocidad (30.000 x g) para retirar las particulas insolubles, la proteina
solubilizada de GuHCI se repliega mezclando rdpidamente el extracto de GuHCI con 20 volimenes de tampdn que
contiene sodio 50 mM, pH 4,5, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, mediante agitacion vigorosa. La solucién con la proteina
diluida y replegada, se mantiene a 4°C sin mezclar durante 12 horas antes de las etapas de purificacién posteriores.

Para aclarar la solucién de polipéptido del receptor de TNF replegado, se emplea una unidad de filtracién tangencial
preparada previamente, equipada con un filtro de membrana de 0,16 um con una superficie adecuada (p. €j., Filtron),
equilibrado con acetato s6dico 40 mM, pH 6,0. La muestra filtrada se carga sobre una resina de intercambio catiénico
(p. €j., Poros HS-50, Perseptive Biosystems). La columna se lava con acetato sédico 40 mM, pH 6,0 y se eluye con
NaCl 250 mM, 500 mM, 1000 mM y 1500 mM en el mismo tamp6n, por etapas. La absorbancia a 280 nm del efluyente
se vigila continuamente. Se recogen las fracciones y se analizan adicionalmente con SDS-PAGE.

Las fracciones que contienen el polipéptido del receptor de TNF se retinen a continuacién y se mezclan con 4
volimenes de agua. La muestra diluida se carga a continuacién sobre un equipo, preparado previamente, de columnas
en tdndem de resinas de intercambio aniénico fuerte (Poros, HQ-50, Perseptive Biosystems) y aniénico débil (Poros
CM-20, Perseptive Biosystems). Las columnas se equilibran con acetato sédico 40 mM, pH 6,0. Ambas columnas
se lavan con acetato sédico 40 mM, pH 6,0, NaCl 200 mM. La columna CM-20 se eluye a continuacién empleando
un gradiente lineal de volumen en 10 columnas, en el intervalo desde NaCl 0,2 M, acetato sédico 50 mM, pH 6,0
hasta NaCl 1,0 M, acetato sédico 50 mM, pH 6,5. Las fracciones se recogen bajo vigilancia continua de la A,g, del
efluente. Las fracciones que contienen el polipéptido de TNFR-6a o TNFR-68 (determinado, por ejemplo, mediante
SDS-PAGE al 16%) se retinen a continuacion.

El polipéptido del receptor de TNF resultante, muestra una pureza superior al 95% después de las etapas anteriores
de replegamiento y purificacién. No se observan bandas contaminantes importantes en el gel de SDS-PAGE al 16%
teflido con azul de Coomassie, cuando se cargan 5 pg de la proteina purificada. La proteina purificada también se
somete a ensayo en busca de contaminacién con endotoxina/LPS, y tipicamente, el contenido en LPS es menor de 0,1
ng/ml segin los ensayos de LAL.

Ejemplo 2
Clonacion y expresion de las proteinas de TNFR-6a y TNFR-6( en un sistema de expresion de Baculovirus

En este Ejemplo ilustrativo, el vector transportador plasmidico pA2 se emplea para insertar el ADN clonado que
codifica la proteina completa, incluyendo su secuencia sefial secretora asociada (lider), en un baculovirus para expresar
la proteina madura de TNFR-6a o TNFR-68 empleando métodos convencionales, tales como los descritos por Sum-
mers y col., “A Manual of Methods for Baculovirus Vectors and Insect Cell Culture Procedures”, Texas Agricultural
Experimental Station Bulletin n°® 1555 (1987). Este vector de expresion contiene el promotor fuerte de la polihedrina
del virus de la polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcMNPV) seguido de sitios de restriccién convenien-
tes, tales como BamHI, Xbal y Asp718. El sitio de poliadenilacién del virus de simio 40 (“SV40”) se emplea para la
poliadenilacién correcta. Para poder seleccionar mas facilmente el virus recombinante, el pldsmido contiene el gen de
la beta-galactosidasa de E. coli bajo control de un promotor débil de la Droséfila, en la misma orientacidn, seguido de
la sefial de poliadenilacion del gen de polihedrina. Los genes insertados estdn flanqueados en ambos lados por secuen-
cias viricas para la recombinacién homdéloga mediada por células, con ADN virico de tipo silvestre, para generar un
virus viable que exprese el polinucleétido clonado.

Muchos otros vectores de baculovirus se podrian utilizar en lugar del vector anterior, tales como pAc373, pVL941
y pAcIMl, tal y como apreciard un experto en la técnica, mientras que la estructura artificial proporcione sefiales
localizadas adecuadamente para la transcripcion, traduccidn, secrecion y similares, incluyendo un péptido sefial y un
AUG en marco, tal y como se requiere. Tales vectores se describen, por ejemplo, en Luckow y col., Virology 170:31-
39 (1989).

La secuencia de ADNc que codifica la proteina de TNFR-6a 0 TNFR-64 de longitud completa en un clon deposita-
do, que incluye el codén de iniciaciéon AUG y la secuencia lider asociada de forma natural, mostrada en SEQ ID NOs:
2 04, se amplifica empleando cebadores oligonucledtidos de 1a PCR que se corresponden con las secuencias 5° y 3’ del
gen. El cebador 5° para TNFR-6a y TNFR-64 tiene la secuencia: 5> CGCGGATCCGCCATCATGAGGGCGTGGAG
GGGCCAG 3’ (SEQ ID NO:22) que contiene el sitio de restriccion de la enzima BamHI subrayado. Todos los ceba-
dores descritos anteriormente codifican una sefial eficaz para la iniciacién de la traduccién en las células eucariotas,
tal y como describen Kozak, M., J. Mol. Biol. 196:947-950 (1987). El cebador 3’ para TNFR-6« tiene la secuencia:
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5" CGCGGTACCCTCTTTCAGTGCAAGTG 3’ (SEQ ID NO:23) que contiene el sitio de restricciéon de Asp718
subrayado. El cebador 3’ para TNFR-68 tiene la secuencia 5 CGCGGTACCCTCCTCAGCTCCTGCAGTG 3’ (SEQ
ID NO:24) que contiene el sitio de restriccién de Asp718 subrayado.

El fragmento amplificado se afsla a partir de un gel de agarosa al 1%, empleando un equipo de reactivos disponible
comercialmente (“Geneclean”, BIO 101 Inc. La Jolla, CA). El fragmento se digiere a continuacién con una enzima de
restriccion adecuada para cada uno de los cebadores empleados, tal y como se ha descrito anteriormente, y se purifica
de nuevo sobre un gel de agarosa al 1%.

El plasmido se digiere con las mismas enzimas de restriccién y, opcionalmente, se puede desfosforilar empleando
fosfatasa intestinal de ternera, empleando procedimientos rutinarios conocidos en la técnica. El ADN se aisla a conti-
nuacién a partir del gel de agarosa al 1%, empleando un equipo de reactivos disponible comercialmente (“Geneclean”,
BIO 101 Inc. La Jolla, CA).

El fragmento y el plasmido desfosforilado se ligan entre si con la ligasa de ADN de T4. Las células hospedadoras
de E. coli HB101 u otros hospedadores de E. coli, tales como XL-1 Blue (Stratagene Cloning Systems, La Jolla,
CA) se transforman con la mezcla de ligacién y se extienden sobre placas de cultivo. Se identifican las bacterias que
contienen el pldsmido con el gen del receptor de TNF humano mediante digestién del ADN procedente de colonias
individuales, empleando las enzimas empleadas justo antes y a continuacién se analiza el producto de la digestién
mediante electroforesis del gel. La secuencia del fragmento clonado se confirma mediante secuenciaciéon del ADN.
Este plasmido se denomina en esta memoria pA2-TNFR-6a o pA2 TNFR-6 (colectivamente, pA2-TNFR).

Cinco ug del plasmido pA2-TNFR se cotransfectan con 1,0 ug de un ADN de baculovirus linealizado disponible
comercialmente (ADN del virus “BaculoGold®”, Pharmingen, San Diego, CA) empleando el método de lipofeccién
descrito por Felgner y col., Proc. Natl. Acad. Sci USA 84:7413-7417 (1987). Un ug del ADN del virus “BaculoGold®”,
y 5 ug del plasmido pA2-TNFR se mezclan en un pocillo estéril de una placa de microtitulaciéon que contiene 50 ul
de medio de Grace exento de suero (Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD). A continuacion, se afiaden 10 ul de
Lipofectina mas 90 ul de medio de Grace, se mezclan y se incuban durante 15 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion, la mezcla de la transfeccién se afiade gota a gota a células de insecto Sf9 (ATCC CRL 1711) sembradas
en una placa para cultivo de tejidos de 35 mm con 1 ml de medio Grace sin suero. La placa se incuba a continuacién
durante 5 horas a 27°C. La solucién de la transfeccidn se retira después de la placa y se afiade 1 ml de medio de insecto
de Grace suplementado con 10% de suero de ternera fetal. El cultivo continda a 27°C durante cuatro dias.

Después de cuatro dias, se recoge el material sobrenadante y se realiza un ensayo de placa, tal y como describen
Summers y Smith, mencionado anteriormente. Un gel de agarosa con “Blue Gal” (Life Technologies Inc., Gaithers-
burg) se emplea para permitir una facil identificacién y aislamiento de los clones que expresan gal, lo que produce
placas tefiidas de azul. (Una descripcion detallada de un “ensayo en placa” de este tipo, también se puede encontrar
en la guia del usuario para cultivo de células de insecto y baculovirologia, distribuida por Life Technologies Inc.,
Gaithersburg, paginas 9-10). Después de una incubacién adecuada, las placas tefiidas de azul se recogen con la punta
de la micropipeta (p. ej., Eppendorf). El agar que contiene los virus recombinantes se resuspende a continuacién en un
tubo de microcentrifuga que contiene 200 ul de medio de Grace y la suspension que contiene el baculovirus recombi-
nante se emplea para infectar células Sf9, sembradas en placas de 35 mm. Cuatro dias después, se recoge el material
sobrenadante de estas placas de cultivo y a continuacién se almacenan a 4°C.

Para verificar la expresion del gen del receptor de TNF, se dejan crecer células Sf9 en medio Grace suplementado
con 10% de FBS termoinactivado. Las células se infectan con el baculovirus recombinante con una multiplicidad de la
infeccién (“MOI”) de aproximadamente 2. Si se desean proteinas radiomarcadas, se retira el medio 6 horas después y
se sustituye con medio SF900 II sin metionina ni cisteina (disponible en Life Technologies Inc., Rockville, MD). Des-
pués de 42 horas, se afiaden 5 uCi de **S-metionina y 5 uCi de **S-cisteina (disponibles en Amersham). Las células se
incuban adicionalmente durante 16 horas y a continuacion se recogen por centrifugacion. Las proteinas en el material
sobrenadante asi como las proteinas intracelulares se analizan mediante SDS-PAGE, seguido de autorradiografia (si
estan radiomarcadas).

La microsecuenciacion de la secuencia de aminodcidos del extremo amino terminal de la proteina purificada, se
puede utilizar para determinar la secuencia amino terminal de la forma madura de la proteina del receptor de TNF.

Ejemplo 3
Clonacion y expresion de TNFR-6a y TNFR-6f3 en células de mamifero

Un vector de expresion de mamifero tipico contiene el elemento promotor, que media en la iniciacién de la trans-
cripcién del ARNm, la secuencia codificadora de la proteina y las sefiales necesarias para la terminacién de la trans-
cripcién y la poliadenilacién del transcrito. Los elementos adicionales incluyen potenciadores, secuencias de Kozak y
secuencias intercaladas flanqueadas con sitios donantes y aceptores para el corte y empalme del ARN. La transcripcion
de alta eficacia se puede conseguir con los promotores tempranos y tardios de SV40, las repeticiones terminales largas
(LTRs) de los retrovirus, p. ej., RSV, HTLV1, HIV1 y el promotor temprano de citomegalovirus (CMV). Sin embargo,
también se pueden emplear elementos celulares (p. ej., el promotor de la actina humana). Los vectores de expresion
adecuados para uso en la practica de la presente invencién incluyen, por ejemplo, vectores tales como pSVL y pMSG
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(Pharmacia, Uppsala, Suecia), pRSVcat (ATCC 37152), pSV2dhfr (ATCC 37146) y pBC12MI (ATCC 67109). Las
células hospedadoras de mamifero que se podrian emplear incluyen las células Hela humanas, 293, H9 y Jurkat, las
células de ratén NIH373 y C127, las células Cos 1, Cos 7y CV1, las células QC1-3 de codorniz, las células L de ratén
y las células de ovario de hamster chino (CHO).

Alternativamente, el gen se puede expresar en lineas celulares estables que contienen el gen integrado en un cro-
mosoma. La cotransfeccién con un marcador seleccionable tal como dhfr, gpt, neomicina, higromicina, permite la
identificacidn y el aislamiento de las células transfectadas.

El gen transfectado también se puede amplificar para expresar grandes cantidades de la proteina codificada. El
marcador DHFR (reductasa de dihidrofolato) es titil para desarrollar lineas celulares que son portadoras de cientos o
incluso de miles de copias del gen de interés. Otro marcador util para la seleccién es la enzima sintetasa de glutamina
(GS) Murphy y col., Biochem. J. 227:279 (1991); Bebbington y col., Bio/Technology 10:169-175 (1992)). Empleando
estos marcadores, las células de mamifero crecen en medio selectivo y se seleccionan las células con la mayor resis-
tencia. Estas lineas celulares contienen el(los) gen(es) amplificado(s) integrado(s) en un cromosoma. Las células de
ovario de hamster chino (CHO) y las células NSO se emplean frecuentemente para la produccion de proteinas.

Los vectores de expresion pC1 y pC4 contienen el promotor fuerte (LTR) del virus del sarcoma de Rous (Cullen y
col., Molecular and Cellular Biology, 438-447 (marzo de 1985)) mds un fragmento del potenciador de CMV (Boshart
y col., Cell 41:521-530 (1985)). Los sitios de clonacién mudltiple, p. €j., con los sitios de corte de las enzimas de
restriccion BamHI, Xbal y Asp718, facilitan la clonacién del gen de interés. Los vectores contienen ademads el intrén
3’, la sefial de poliadenilacién y de terminacién del gen de la preproinsulina de rata.

Ejemplo 3(a)
Clonacion y expresion en células COS

El plasmido de expresion pTNFR-a-HA y TNFR-68-HA, se prepara clonando de una porcién del ADNc que
codifica la forma madura de la proteina del receptor de TNF en el vector de expresion pcDNAI/Amp o pcDNAIII (que
se puede obtener en Invitrogen, Inc.).

El vector de expresion pcDNAI/amp contiene (1): un origen de replicacion de E. coli eficaz para la propagacion en
E. coli y en otras células procariotas; (2) un gen de resistencia a la ampicilina para seleccionar las células procariotas
que contienen el pldsmido; (3) un origen de replicacién de SV40 para la propagacién en células eucariotas, (4) un
promotor de CMYV, un polienlazador, un intrén de SV40; (5) varios codones que codifican un fragmento de la hemoa-
glutinina (es decir, una marca “HA” para facilitar la purificacién) seguida de un codén de terminacién y una sefial de
poliadenilacién dispuesta de modo que un ADNCc se pueda colocar adecuadamente bajo el control de la expresion del
promotor de CMV vy ligado funcionalmente al intr6n de SV40 y la sefial de poliadenilacién, mediante los sitios de
restriccion en el polienlazador. La marca HA se corresponde con un epitopo obtenido a partir de la proteina hemoa-
glutinina de la gripe, descrita por Wilson y col., Cell 37:767 (1984). La fusién de la marca HA con la proteina diana
permite una fécil deteccion y recuperacion de la proteina recombinante con un anticuerpo que reconoce el epitopo
HA. El pcDNAIII contiene, ademads, el marcador seleccionable de la neomicina.

Un fragmento de ADN que codifica el polipéptido completo del receptor de TNF se clona en la regién polienla-
zadora del vector, de modo que la expresién de la proteina recombinante esté dirigida por el promotor de CMV. La
estrategia de construccion del pldsmido es la siguiente. E1 ADNc del receptor de TNF de un clon depositado, se ampli-
fica empleando cebadores que contienen los sitios de restriccidén convenientes, tal y como se ha descrito anteriormente,
para la construccién de vectores para la expresion de un receptor de TNF en E. coli. Los cebadores adecuados pueden
ser disefiados facilmente por los expertos en la técnica.

El fragmento de ADN amplificado con PCR y el vector pcDNAI/Amp se digieren con Xbal y EcoRI y a conti-
nuacién se ligan. La mezcla de ligacion se transforma en la cepa de E. coli SURE (disponible en Stratagene Cloning
Systems, 11099 North Torrey Pines Road, La Jolla, CA 92037) y el cultivo transformado se extiende en placas con
medio con ampicilina, las cuales se incuban a continuacién para permitir el crecimiento de las colonias resistentes a
la ampicilina. E1 ADN plasmidico se aisla de las colonias resistentes y se examina por andlisis de restriccién u otros
medios, en busca de la presencia del fragmento que codifica los polipéptidos de TNFR-6a y TNFR-6.

Para la expresiéon de TNFR-6a y TNFR-68 recombinante, las células COS se transfectan con un vector de expre-
sidn, tal y como se ha descrito anteriormente, empleando DEAE-dextrano, tal y como se describe, por ejemplo en
Sambrook y col., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, Cold Spring Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
Nueva York (1989). Las células se incuban bajo condiciones que faciliten la expresion de TNFR en el vector.

La expresion de la proteina de fusion pTNFR-a-HA y pTNFR-68-HA se detecta por radiomarcacién e inmuno-
precipitacion, empleando métodos descritos en, por ejemplo, Harlow y col., “Antibodies: A Laboratory Manual”, 2A
ed.; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York (1988). Para ello, dos dias después de la
transfeccion, las células se marcan mediante incubacién en medios que contienen *S-cisteina, durante 8 horas. Las
células y los medios se recogen, y las células se lavan y se lisan con tampén RIPA que contiene detergente: NaCl 150
mM, 1% de NP-40, 0,1% de SDS, 0,5% de DOC, Tris 50 mM, pH 7,5, tal y como describen Wilson y col., citado
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anteriormente. Las proteinas se precipitan a partir del material lisado celular y del medio de cultivo empleando un
anticuerpo monoclonal especifico de HA. Las proteinas precipitadas se analizan a continuacién mediante SDS-PAGE
y se autorradiografian. Un producto de expresion del tamafio deseado se observa en el material lisado celular, el cual
no se observa en los testigos negativos.

Ejemplo 3(b)
Clonacion y expresion en células CHO

El vector pC4 se emplea para la expresién de los polipéptidos de TNFR-6a y TNFR-68. El plasmido pC4 es un
derivado del plasmido pSV2-dhfr (ATCC n° de orden 37146). El pldsmido contiene el gen DHFR de ratén, bajo el
control del promotor temprano de SV40. Las células de ovario de hamster chino u otras células que carecen de la
actividad dihidrofolato, que estdn transfectadas con estos pldsmidos, se pueden seleccionar dejando crecer las células
en un medio selectivo (alfa-MEM, Life Technologies) suplementado con el agente quimioterapéutico metotrexato.
La amplificacion de los genes de DHFR en células resistentes al metotrexato (MTX) estd bien documentada (véase,
p. €j., Alt, EW.,, Kellems, R.M., Bertino, J.R. y Schimke, R.T., 1978, J. Biol. Chem. 253:1357-1370, Hamlin, J.L. y
Ma, C. 1990, Biochem. et Biophys. Acta, 1097:107-143, Page, M.J. y Sydenham, M.A., 1991, Biotechnology 9:64-
68). Las células que crecen en concentraciones crecientes de MTX, desarrollan una resistencia al formaco mediante
la produccién en exceso de la enzima diana, DHFR, como resultado de la amplificacién del gen de DHFR. Si se liga
un segundo gen al gen de DHFR, generalmente se coamplifica y se expresa en exceso. Se conoce en la técnica que
este planteamiento se puede utilizar para desarrollar lineas celulares portadoras de mds de 1000 copias del(de los)
gen(es) amplificado(s). A continuacién, cuando se retira el metotrexato, se obtienen lineas celulares que contienen el
gen amplificado integrado en uno o en varios cromosomas de la célula hospedadora.

El plasmido pC4 contiene para expresar el gen de interés, el promotor fuerte de la repeticién terminal larga (LTR)
del virus del sarcoma de Roux (Cullen y col., “Molecular and Cellular Biology”, Marzo de 1985; 438-447), més un
fragmento aislado a partir del potenciador del gen temprano inmediato del citomegalovirus humano (CMV) (Boshart
y col., Cell 41:521-530 (1985)). Aguas abajo del promotor estdn los siguientes sitios de corte aislados para enzimas
de restriccién que permiten la integracion de los genes: BamHI, Xbal y Asp718. Detrés de estos sitios de clonacion,
el pldsmido contiene el intrén 3’ y el sitio de poliadenilacién del gen de la preproinsulina de rata. Otros promotores
muy eficaces también se pueden utilizar para la expresion, p. €j., el promotor de la S-actina humana, los promotores
temprano o tardio de SV40 o las repeticiones largas terminales de otros retrovirus, p. ej., VIH y HTLV1. Los sistemas
de expresion génica de Clontech, Tet-Off y Tet-On y sistemas similares se pueden utilizar para expresar el polipéptido
del receptor de TNF de modo regulado, en células de mamifero (Gossen, M., & Bujard, H. 1992, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 89:5547-5551). Para la poliadenilacién del ARNm, se pueden emplear otras sefiales, p. ej., procedentes de
la hormona de crecimiento humana o los genes de la globina se pueden utilizar también. Las lineas celulares estables
que son portadoras de un gen de interés integrado en los cromosomas, también se pueden seleccionar después de la
cotransfeccion con un marcador seleccionable tal como gpt, G418 o higromicina. Es conveniente emplear mas de un
marcador seleccionable al principio, p. ej., G418 y metotrexato.

El plasmido pC4 se digiere con las enzimas de restriccién adecuadas para los cebadores especificos empleados
para amplificar el receptor de TNF elegido, tal y como se describe a continuacién y desfosforilar después empleando
fosfatos de intestino de ternera mediante procedimientos conocidos en la técnica. El vector se aisla a continuacién a
partir del gel de agarosa al 1%.

La secuencia de ADN que codifica el polipéptido del receptor de TNF se amplifica empleando cebadores de
oligonucledtidos para PCR que se corresponden con las secuencias 5° y 3’ de la porcién deseada del gen. El ce-
bador 5’ para TNFR-6a y TNFR-65 que contiene el sito de BamHI subrayado, tiene la siguiente secuencia: 5’
CGCGGATCCGCCATCATGAGGGCGTGGAGGGGCCAG 3’ (SEQ ID NO:22). El cebador 3’ para TNFR-6« tiene
la secuencia

5" CGCGGTACCCTCTTTCAGTGCAAGTG 3’ (SEQ ID NO:23) que contiene el sitio de restriccién de Asp718
subrayado. El cebador 3’ para TNFR-68 tiene la secuencia 5 CGCGGTACCCTCCTCAGCTCCTGCAGTG 3’ (SEQ
ID NO:24) que contiene el sitio de restriccién de Asp718 subrayado.

El fragmento amplificado se digiere con las endonucleasas que cortardn en los sitios de restricciéon modificados y
a continuacién se purifica de nuevo sobre un gel de agarosa al 1%. El fragmento aislado y el vector desfosforilado
se ligan a continuacién con la ligasa de ADN de T4. Las células de E. coli HB101 o XL-1 Blue se transforman a
continuacién y se identifican las bacterias que contienen el fragmento insertado en el plasmido pC4 empleando, por
ejemplo, un andlisis con enzimas de restriccion.

Las células de ovario de hamster chino que carecen de un gen DHFR activo, se emplean para la transfeccién. Cinco
ug del plasmido de expresion pC4 se cotransfectan con 0,5 ug del plasmido pSVneo, empleando lipofectina (Felgner
y col., mencionado anteriormente). El pldsmido pSV2-neo contiene un marcador seleccionable dominante, el gen neo
procedente de Tn5 que codifica una enzima que confiere resistencia a un grupo de antibidticos que incluyen G418. Las
células se siembran en alfa-MEM suplementado con 1 mg/ml de G418. Dos dias después, las células se tripsinizan y se
siembran en placas de clonacién de hibridomas (Greiner, Alemania) en alfa-MEM suplementado con 10, 25 o 50 ng/ml
de metotrexato mas 1 mg/ml de G418. Después de aproximadamente 10-14 dias, los clones aislados se tripsinizan y
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se siembran a continuacién en placas petri de 6 pocillos o en frascos de 10 ml, empleando concentraciones diferentes
de metotrexato (50 nM, 100 nM, 200 nM, 400 nM, 800 nM). Los clones que crecen con las mayores concentraciones
de metotrexato se transfieren a continuacién a nuevas placas con 6 pocillos, incluso con concentraciones superiores de
metotrexato (1 uM, 2 uM, 5 uM, 10 mM, 20 mM). El mismo procedimiento se repite hasta que se obtienen los clones
que crecen a una concentracién de 100 -200 uM. La expresion del producto génico deseado se analiza, por ejemplo,
mediante SDS-PAGE y transferencia de tipo Western o mediante analisis con HPLC de fase inversa.

Ejemplo 4
Distribucion en el tejido de la expresion del ARNm del receptor de TNF

El andlisis de la transferencia de tipo Northern se realiza para examinar la expresion génica de TNFR-6a o TNFR-
68 en tejidos humanos, empleando métodos descritos, entre otros, por Sambrook y col., citado anteriormente. Una
sonda de ADNc que contiene la secuencia completa de nucledtidos de una proteina del receptor de TNF (SEQ ID
NOs:1 o 3) se marca con P, empleando el sistema de marcacién de ADN rediprime® (Amersham Life Science),
segun las instrucciones del fabricante. Después de marcarla, la sonda se purifica empleando una columna CHROMA
SPIN-100® (Clontech Laboratories Inc.) segtin el protocolo del fabricante n® PT1200-1. La sonda purificada y marcada
se emplea a continuacién para examinar diversos tejidos humanos en busca de ARNm del receptor de TNF.

Transferencias de tipo Northern de tejido multiple (MTN) que contienen diversos tejidos humanos (H) o tejidos del
sistema inmune humano (IM), se obtienen de Clontech y se examinan con la sonda marcada, empleando la solucién
de hibridacién ExpressHyb® (Clontech), segtin el protocolo del fabricante n° PT 1190-1. Después de hibridar y lavar,
las transferencias se montan y se exponen a una pelicula a -70°C durante una noche y las peliculas se revelan segtin
procedimientos convencionales.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido seleccionado entre el grupo consistente en

(a)

(b)

(©)

(d)

(e)

®

€]

(h)

polinucleétidos que codifican al menos la forma madura del polipéptido que tiene la secuencia de amino4-
cidos deducida, tal y como se muestra en la Figura 1 o en las Figuras 2A y B;

polinucleétidos que tienen la secuencia codificadora tal y como como se muestra en la Figura 1 o en las
Figuras 2A y B, que codifican al menos la forma madura del polipéptido;

polinucleédtidos que codifican el polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de al menos la forma
madura del polipéptido codificada por el ADNc contenido en la ATCC 97810 o 97809;

polinucleétidos que tienen la secuencia codificadora del ADNc contenido en ATCC 97810 o 97809 que
codifican al menos la forma madura del polipéptido;

polinucleétidos que codifican un fragmento que tiene al menos 30 aminodcidos de longitud o una porcién
portadora del epitopo de un polipéptido codificado por un polinucleétido de uno cualquiera de los apartados

(a) a (d);

polinucleétidos que codifican una porcién portadora del epitopo de un polipéptido de TNFR que comprende
los residuos de aminodcidos seleccionados entre el grupo consistente en: desde Ala-31 hasta Thr-46 en la
Figura 1, desde Phe-57 hasta Thr-117 en la Figura 1, desde Cys-132 hasta Thr-175 en la Figura 1, desde
Gly-185 hasta Thr-194 en la Figura 1, desde Val-205 hasta Asp-217 en la Figura 1, desde Pro-239 hasta
Leu-264 en la Figura 1 y desde Ala-283 hasta Pro 298 en en la Figura 1; desde Ala-31 hasta Thr-46 en
las Figuras 2A y B, desde Phe-57 hasta GIn-80 en las Figuras 2A y B, desde Glu-86 hasta His-106 en las
Figuras 2A y B, desde Thr-108 hasta Phe-119 en las Figuras 2A y B, desde His-129 hasta Val-138 en las
Figuras 2A y B y desde Gly-142 hasta Pro-166 en las Figuras 2A y B;

polinucleétidos que codifican un polipéptido capaz de unirse a un ligando de Fas y que es idéntico al menos
en 95% a una secuencia seleccionada entre el grupo consistente en:

@) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende los residuos de la secuencia
de aminodcidos m-300 de la Figura 1, en donde m es un nimero entero en el intervalo de 1-49;

(i)  una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminodci-
dos de los residuos n-170 de las Figuras 2A y B, en donde n es un nimero entero en el intervalo de
1-49;

(iii)  una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoa-
cidos de los residuos 1-y de la Figura 1, en donde y es un nimero entero en el intervalo de 193-
300;

(iv)  una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoa-
cidos de los residuos 1-z de las Figuras 2A y B, en donde z es un nimero entero en el intervalo de
132-170; y

(v)  una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminodci-
dos que consiste en los residuos m-y de la Figura 1 o n-z de las Figuras 2A y B, estando definidos
m, n, y y z en los apartados (i), (ii), (iii) y (iv) anteriores.

polinucleétidos que codifican un polipéptido capaz de unirse al ligando de Fas y que comprende una secuen-
cia de nucleétidos que es idéntica al menos en 95% a una secuencia seleccionada entre el grupo consistente
en:

@) una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido consistente en una porcioén de una secuen-
cia completa de aminodcidos de TNFR, codificada por el clon de ADNc contenido en el depdsito de
la ATCC n°® 97810 0 97809, en donde dicha porcién excluye desde 1 hasta aproximadamente 48 ami-
nodcidos desde el extremo amino terminal de dicha secuencia completa de aminodcidos codificada
por el clon de ADNCc, contenido en el depdsito de la ATCC n° 97810 o 97809;

(i)  una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido consistente en una porcién de una secuen-
cia completa de aminoacidos de TNFR, codificada por el clon de ADNc contenido en el depdsito de
la ATCC n° 97810 o 97809, en donde dicha porcién excluye desde 1 hasta aproximadamente 107
aminodcidos y desde 1 hasta aproximadamente 38 aminodcidos desde el extremo carboxi terminal de
dicha secuencia completa de aminodcidos codificada por el clon de ADNc contenido en el depdsito
de la ATCC n° 97810 o0 97809, respectivamente; y
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(i)  un nucleétido que codifica un polipéptido consistente en una porcién de una secuencia completa de
aminodcidos de TNFR, codificada por el clon de ADNc contenido en el depdsito de la ATCC n°
97810 o0 97809, en donde dicha porcién incluye una combinacién de cualquiera de las deleciones
amino y carboxi terminales para los clones respectivos en los apartados (i) y (ii), anteriores.

(i) polinucleédtidos que codifican un polipéptido capaz de unirse al ligando de Fas que comprende una secuen-
cia de aminodcidos que tiene al menos una identidad de 95% con

@) un polipéptido codificado por un polinucleétido de uno cualquiera de los apartados (a) hasta (e); o

(ii))  lasecuencia de aminoacidos del polipéptido maduro de TNFR que tiene la secuencia de aminoécidos
en las posiciones 31-300 en la Figura 1 o 31-170 en las Figuras 2A y B, o tal y como es codificada
por el clon de ADNc contenido en el depdsito de la ATCC n°® 97810 o0 97809; o

(iii)) la secuencia de aminodcidos de un dominio extracelular soluble de un polipéptido de TNFR que
tiene la secuencia de aminoécidos en las posiciones 31 a 283 en la Figura 1 o0 31 a 166 en las Figuras
2A y B, o tal y como es codificada por el clon de ADNc contenido en el depésito de la ATCC n°
97810 0 97809;

(j) polinucleétidos que comprenden al menos 15 nucleétidos de un polinucleétido de uno cualquiera de los
apartados (a) hasta (i) y que codifican un polipéptido de TNFR;

(k) polinucledtidos de la cadena complementaria de la que se hibrida, bajo condiciones rigurosa de hibridacidn,
con un polinucleétido de uno cualquiera de los apartados (a) hasta (j) y que no se hibrida bajo condiciones
rigurosas de hibridacion con un polinucleétido que tiene una secuencia de nucleétidos consistente s6lo en
residuos A o s6lo en residuos T; y

(1) polinucledtidos que codifican el dominio extracelular soluble de un polipéptido codificado por un polinu-
cleétido de uno cualquiera de los apartados (a) hasta (j);

o la cadena complementaria de dicho polinucleétido.
2. El polinucleétido segun la reivindicacién 1, que es ADN.
3. El polinucleétido segun la reivindicacién 1, que es ARN.

4. El polinucleédtido segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende adicionalmente una se-
cuencia heter6loga de polinucleétido.

5. El polinucleétido segtn la reivindicacion 4, en donde dicha secuencia heteréloga de polinucledtido codifica un
polipéptido.

6. El polinucledtido segun la reivindicacion 5, en donde dicho polipéptido es un dominio constante de inmunoglo-
bulina o una porcién del mismo.

7. El polinucleétido segtin la reivindicacién 6, en donde dicho dominio es un dominio de Fc.

8. Un método para preparar un vector recombinante que comprende insertar un polinucleétido segtin una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 7, en un vector.

9. Un vector que contiene el polinucleétido segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o un vector prepa-
rado por el método de la reivindicacién 8.

10. El vector segun la reivindicacién 9, en el que el polinucleétido estd ligado funcionalmente a secuencias de
control de la expresién que permiten la expresion en células hospedadoras procariotas o eucariotas.

11. Un método para preparar una célula hospedadora recombinante que comprende introducir el vector segtn la
reivindicacion 9 o 10, en una célula hospedadora.

12. Una célula hospedadora modificada genéticamente con el polinucledtido segtin una cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 7, o el vector segun la reivindicacién 9 o 10, o producida segtin el método de la reivindicacién 11.

13. Un procedimiento para producir un polipéptido de TNFR que comprende: cultivar la célula hospedadora segtin
la reivindicacién 12 y recuperar el polipéptido codificado por dicho polinucleétido a partir del cultivo.

14. Un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos codificada por un polinucleétido segin una cual-
quiera de las reivindicaciones 1 a 7.
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15. Un anticuerpo ligado especificamente al polipéptido segun la reivindicacion 14.
16. El anticuerpo segin la reivindicacién 15, que es policlonal, monoclonal o estd humanizado.

17. Un fragmento de anticuerpo ligado especificamente al polipéptido segiin la reivindicacién 14, que es un frag-
mento Fab o F(ab’),.

18. El fragmento de anticuerpo segtn la reivindicacién 17, que estd humanizado.

19. Una composicién farmacéutica que comprende el polinucleétido segiin una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 3, el polipéptido segtin la reivindicacién 14 o un ADN que codifica y es capaz de expresar dicho polipéptido in
Vivo.

20. La composicién farmacéutica segun la reivindicacién 19, que comprende opcionalmente un vehiculo farma-
céuticamente aceptable.

21. Una composicién para diagnéstico que comprende el polinucledtido segtin una cualquiera de las reivindicacio-
nes 1 a 3, o el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo segiin una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18.

22. Un método in vitro para detectar una enfermedad o un cancer relacionado con el sistema inmune que compren-
de: medir la concentracion del polinucledtido seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o del polipéptido
segun la reivindicacién 14, en tejido del sistema inmune o en otras células o en fluido corporal procedente de un indi-
viduo; y comparar esta concentracién medida con una concentracidn patrén observada en tejido del sistema inmune o
en otras células o fluidos corporales obtenidos a partir de individuos que no padecen dicha enfermedad; en donde un
incremento o una disminucién de la concentracion de polinucleétido o de polipéptido, comparada con la concentracién
patrén, es indicativo de una enfermedad o de cdncer del sistema inmune.
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GCTCTCCCTGCTCCAGCAAGGACCATGAGGGCGC TGGAGGGGCCAGGCCTGTCGLTGETG
M. R A L E G PG L S | |

TGCCTGGTRTTGGCGCTGCCTGCCCTGCTGCCGGTGCCGGCTGTACGCGGAGTGGCAGAA
c L vl AL P AL L PY P AV RGVYATE

ACACCCACCTACCCCTGGCGGGACGCAGAGACAGGGGAGCGGCTEGTGTGCGCCCAGTGE
TPTYPWRIDAETGERLVCAQGQC

CCCCCAGGCACCTTTATGCAGCGGCCGTGCCGCCGAGACAGCCCCACGACGTGTGGLCCG
P PGTFVOQRPCRRDSE®PETTCAG?®P

TGTCCACCGCGCCACTACACGCAGTTCTGGAACTACCTGGAGCGCTGCCGCTACTGCAAC
CPPRHYTQFWNYLERT CRYTCN

GTCCTCTGCGGGGAGCGTGAGGAGGAGGCACGGGCTTGCCACGCCACCCACAACCSETGLC
VL CGERETEEARACHATHMNR RA

TGCCGZTGCCGCACCGGCTTCITCGCGCACGCTCGTT TCTGCTTGGAGCACGCATCGTGT
C RCRTGFFAHAGFCLEHRASTCEC

CCACCTGGTGCCGGCGTGATTGCCCCGGGCACCCCCAGCCAGAACACGCAGTGCCAGCLG
P PGAGVY I APGT®PSQNTQCUCAQ®P

TGCCCCCCAGGCACCTTCTCAGCCAGCAGCTCCAGCTCAGAGCAGTGCCAGCCCCACCGE
CPPGTFSASSSSSEQCDQPHR

AACTGCACGGCCCTGGGCCTGGCCCTCAATGTGCCAGGCTCTTCCTCCCATGACACCETG
NCTALGLALNYPGSSSHDTL

TGCACCAGCTGCACTGGCTTCCCCCTCAGCACCAGGGTACCAGGAGCTGAGGAGTGTGAG
C TSCTGFPLSTRVYPGATLETETCLE

CGTGCCGTCATCGACTTTGTGGCTTTCCAGGACATCTCCATCAAGAGGCTGCAGCEGCTG
RAVIDFVAFQOIDI ST KRLUGRL

CTGCAGGCCCTCGAGGCCCCGGAGGGCTGGGET CCGACACCAAGGGCGGGCCGLGLGGLL
L Q ALEAPEGWGPT®PRAGRAA

TTGCAGC TCAAGCTGCGTCGGCGGCTCACGGAGCTCCTGGGGGCGCAGGACGGRGLGRLTG
LQLKLRRRLTELLGAQDGAL

CTGGTGCGGCTGC TGCAGGCGCTGCGCGTGGECAGGATGCCCAGGL TGGAGCGGAGCGTE
L v RttLQALRVARMPGLER RSV

CGTGAGZGCTTCCTCCCTGTGCACTGATCCTGGCCCCCTCTTATTTATTC TACATCCTTG
RERRFLP VYV H *

GCACCCCACTTGCACTGAAAGAGGCTTTTTTTTAAATAGAAGAAATGAGGTTTCTTAAAG
CTTATTT TTATAAAGCTTTTTCATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAADNAAAAAAAA

FIG.1
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TGGCATGTCGGTCAGGCACAGCAGGGTCCTGTGTCCGCGCTGAGCCGLGCTCTICCTRCT

CCAGCAAGGACCATGAGGGCGCTGGAGGRGGCCAGGCCTGTCGCTGCTGTGCCTGGTGTTG
M R A L EGP G L S L L C LV L

GCGCTGCCTGCCCTGCTGCCGGTGCCGGL TGTACGCGGAGTGGCAGAAACACCCACCTAC
AL P AL L P VP AYRGVYAETPTY

CCCTGGCGGGACGCAGAGACAGGGGAGCGGCTGGTGTGCGCCCAGTGCCCCCCAGGLACT
PWRDAETGERLVYVCAQCPPGT

TTTGTGCAGCGGCCGTGCCGCCGAGACAGLCCCACGACGTGTGGCCCGTGTCCACCGCGC
FVQRPCRRDSPTTCGPCPPR

CACTACACGCAGTTCTGGAACTACCTGGAGCGCTGCCGCTACTGCAACGTCCTCTGCGGG
4 Y T QF WNYLERCRY CNVLCAG

GAGC3TGAGGAGGAGGCACGGGCTTGCCACGCCACCCACAACCGTGCCTGCCGCTGCCGL
tE REEEARACHATHNRACRIR

ACCGGCTTCTTCGCGCACGCTGGTTTCTGCTTGGAGCACGCATCGTGTCCACCTGGTGCC
TGFFAHAGEFCLEHASCPPGA

GGCGTGATTGCCCCGGGTGAGAGC TGGGCRAGGGGAGGGGLCCCCAGGAGTGGTGGCCGG
G VIAPGESWKARGGAPRSGGHR

AGGTGTGGCAGGGGTCAGGTTGCTGGTCCCAGCCTTGCACCCTGAGCTAGGACACCAGTT
RCGRGOQV AGPSLAP*

CCCCTGACCCTGYTCTTCCCTCCTGRCTGCAGGCACCCLCAGCCAGAACACGCAGTGCCA
GCCGTGCCCCCCAGGCACCTTCTCAGCCAGCAGCTCCAGCTCAGAGCAGTGCCAGCCCCA
CCGCAACTGCACGGCCCTGGGCCTGGCCCTCAATGTGCCAGGCTCTTCCTCCCATGACAC
CCTGTGCACCAGCTGCACTGGCTTCCCCCTCAGCACCAGGGTACCAGGTGAGCCAGAGGL
CTGAGGGGGCAGCACACTGCAGGCCAGGCCCACTTGTGCCCTCACTCCTGCCCCTGCACG
TGCATCTAGCCTGAGGCATGCCAGCTGGCTCTGGGAAGGGGCCACAGTGGATT TRAGGGG
TCAGGGGTCCCTCCACTAGATCCCCACCAAGTCTGCCCTCTCAGGGGTGGCTGAGAATTT

GGATCTGAGCCAGGGCACAGCCTCCCCTGGAGAGC T CTGGGAAAGTGGGCAGCAATCTCC

FIG.2A
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TAACTGCCCGAGGGGAAGGTGGCTGGCTCCTCTGACACGGGGAAACCGAGGCCTGATGRT
AACTCTCCTAACTGCCTGAGAGGAAGGTGGETGCCTCCTCTGACATGGGSAAACCGAGGC
CCAATGTTAACCACTGTTGAGAAG TCACAGGGGGAAGTGACCCCCTTAACATCAAGTCAG
GTCCGGTCCATCTGCAGGTCCCAACTCGCCCCTTCCGATGGCCCAGGAGCCCCAAGLLCT
TGCCTGGGCCCCCTTGCCTCTTGCAGCCAAGGTCCGAGTGGCCGCTCCTGLCCCCTAGGE
CTTTGCTCCAGCTCTCTGACCGAAGGCTCCTGCCCCTTCTCCAGTCCCCATCGTTACACT
GCCCTCTCCAGCACGGCTCACTGCACAGGGATTTCTCTCTCCTGCAAACCCCCCGAGTGG
GGCCCAGAAAGCAGGGTACCTGGCAGCCCCCGCCAGTGTGTGTGGGTGAAATGATCGGAC
CGCTGCCTCCCCACCCCACTGCAGGAGC TGAGGAGTGTGAGCGTGCCGTCATCGACTTIG

TGGCTTTCCAGGACATCTCCATCAAGAGGAGCGGLTGCTGCAGGCLC

FIG.2B
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(A) TELEFONO: (301) 309-8504
(B) TELEFAX: (301) 309-8512

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1077 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 25..924

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:1:
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GCTCTCCCTG CTCCAGCAAG GACC ATG AGG GCG CTG GAG GGG CCR GGC CTG

TCG CTG CTG TGC
Ser Leu Leu Cys

10

GCT OTA CGC GGA
Ala val Arg Gly

GAG ACA GGG
Glu Thr Gly

GTG CAG CGG

val Gln Arg

60

CCA CCG CGC

Pro Pro Arg
75

TAC TGC AAC
Tyxr Cys Asn
90

CAC GLC acCc
His Ala Thr

CAC GCT GGT
His Ala Gly

GTG ATT GCC
Val Ile Ala
140

CCC CCA GGC
Pro Pro Gly
"155

CCC CAC CGC
Pro His Arg
170

TCT TCC TCC
Ser Ser Ser

AGC ACC AGG
Ser ‘Thr Arg

TIT GTG GCT
Phe Val Ala
220

CAG GCC CTC
Gln Ala Leu
235

CGC GCG GCC
Arg Ala Ala
250

GGG GCG CaG
Gly Ala Gln

GTG GCC AGG
Val Ala Arxg

CCT GTG CAC
Pro Val Eis
300

CCCACTTGCA CTGAAAGAGG CTTTITITTTA AATAGAAGAA ATGAGGTTTC TTAAAGCTTA

GAG
Glu

45
CCG
Pro

CAC
His

GTC
val

CAC
Hig

TTC
Phe
125
o{ae]
Pro

ACC
Thr

AAC
Asn

CAT
His

GTA
val
205

Phe

GAG
Glu

TTG
Leu

GAC
Asp

ATG
Met
285

Met Arg Ala Leu Gl
1

CTG GTG TTG GCG CTG
Leu Val Leu Ala Leu

15

GTG GCA GAA ACA CCC
val ala Glu Thr Pro

30

CGG CTG
Arg Leu

TGC CGC
Cys Arg

TAC ACG
Tyr Thr

CTC TGC

Leu Cy=
95

AAC CGT
Asn Arg
110

'I‘GC'I:I"G
Cys Leu

GGC ACC
Gly Thr

TTC TCA

Phe Ser

TGC ACG
Cys Thr
175

GAC ACC
Asp Thr
190

CCA GGA
Pro Gly

CAG GAC
Gln Asp

GCC CCG
Ala Pro

CAG CTG
Gln Leu
255

GGG GCG
Gly Ala
270

CCC GGG
Pro Gly

GTG
Val

cGa
Axrg

CAG
Gln
80

GGG
Gly

GCC
Ala

GAG
Glu

cce
Pro

GCC
Ala
160
GCce
Ala

CTG
Leu

Ala

ATC
Ile

GAG
Glu
240

AAG
Lys

CTG
Leu

CTG
Leu

e
Cys

GAC
AsSp
65

TTC
Phe

GAG
Glu

TGC
Cys

CAC
His

AGC
Ser
145

AGC
Ser

Leu

Cys

GAG
Glu

Ser
225

Gly

CTG
Leu

CTG
Leu

GAG
Glu

GCC
Ala

S0
AGC
Ser

TGG
Trp

CGT
Arg

CGC
Arg

GCA
Ala
130
CAG
Gln

AGC
Sex

Gly

ACC
Thr

GAG
Glu
210

ATC
Ile

pace)
Trp

CGT
Arg

GTG
Val

cGG
Arg
2390

cCcT
Pro

ACC
Thr
3S

CAG
Gln

cce
Pro

AAC
Asn

GAG
Glu

Cys
115

TCG
Ser

AAC
Asn

TCC

Leu

AGC
Ser
195
TGT
Cys

AAG
Lys

GGT
Gly

CGG
Arg

CGG
Arg
275

AGC
Ser

GCC
Ala

20
TAC
Tyx

GCe
Cys

ACG
Thr

TAC
Tyr

GAG
Glu
100

CGC
Arg

TGT
Cys

ACG
Thr

AGC
Ser

GCC
Ala
180

G
Cys

GAG
Glu

AGG
Arg

cCG
Pro

CGG
Arg
260

CTG
Leu

GTC
val

5

cTG
Leu

cce
Pro

cce
Pro

ACG
Thr

CTG
Leu
85

GAG
Glu

ACC

CCA
Pro

CAG
Gln

TCA
Ser
165

Leu

ACT
Thr

CGT

cTG
Lau

ACA
Thr
245

CTC
Leu

CTG
Leu

CGT
Arg

CTG
Leu

TGG
Trp

CCA
Pro

TGT
Cys

70
GAG
Glu

Ala

GGC
Gly

ccr
Pro

Cys
150

GAG
Glu

AAT
Asn

GGC
Gly

GCC
Ala

CAG
Gln
230

CCA
Pro

ACG
Thr

CAG
Gln

GAG
Gly

cce
Pro

e
Arg

GGC
Gly

S5
GGC
Gly

cGC
Arg

CGG
Arg

Te
Phe

GGT
Gly
135

CaG

CAG
Gln

GTG
Val

™c
Phe

GTC
val
215

CGG
Arg

AGG
Arg

GAG
Glu

GCG
Ala

cGe
Arg
295

TGATCCTGGC CCCCTCTTAT TTATTCTACA TCCTTGGCAC

GTG
val

GAC
Asp

40
ACC
Thr

CCG
Pro

TGC
Cys

GCT
Ala

TTC
Phe
i2¢
Gce
Ala

CCG
Pro

TGC
Cys

cca

ccce
Pro
200
ATC
Ile

CTG
Leu

GCG
Ala

CTC
Leu

CTG
Leu
280

TTC
Phe

TTTTTATAAA GCTTTTTCAT AARRAAAAAA RAAAAAAAAA AAARAAAAAA ARA

u Gly Pro Gly Leu

CCG
Pro
25

GCA
Ala

T
Phe

TGT
Cys

elead
Arg

TGC
Cys
105

GCG
Ala

GGC
Gly

TGC
Cys

CAG
Gla

Gly
185

Leu

GAC
Asp
Leu

Gly

Leu
265

cGe
Arg

cTC
Leu

S1

99
147
195
243
291
339
387
435
483
531
579
627
675
723
771

819
867
915

964

1024
1077



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 286 843 T3

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(A) LONGITUD: 300 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TOPOLOGIA: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:2:

Met
1
Ala
Thr
Cys
Asp
65
Phe
Glu
Cys
His
Serxr
145
Ser
Leu
Cys
Glu
Ser
225
Gly

Leu

Leu

Arg Ala Leu Glu

Leu
Pro
Ala

50
Ser
Trp
Arg
Arg
Ala
130
Gln
Ser
Gly
Thx
Glu

210

Ile

Trp

Arg

Val

Arg
290

Pro
Thr

35
Gln
Pro
Asn

Glu

Cys
118
Ser
Asn
Ser

Leu

Ser
198

Cys
Lys
Gly
Arg
Arg

275

Ser

Ala
20

YT

Cys

Thr

Glu
100
arg
Cys
Thr

Ser

Ala
180

Cys
Glu
Arg
Pro
Arg
260

Leu

val

5

Leu

Pro

Pro

Thr

Leu

85

Glu

Thr

Pro

Gln

165

Leu

Axrg
Leu
Thr
245
Leu

Leu

Arg

Gly

Leu

Trp

Pro

Cys

70

Glu

Ala

Gly

Pro

150
Glu

Gly
Ala
Gln
230
Pro
Thr
Gin

Glu

Pro
Pro
Arg
Gly

S5

Gly

Arg

Phe
Gly
135
Gln
Gln
val
Phe
val
215
Arg
Arg
Glu

Ala

Arg
295

Gly
val
Asp

40

Thr

Pro

Cys

Phe
120
aAla
Pro
Cys
Pro
Pro
200
Ile
Leu
Ala
Leu
Leu

280
Phe

Leu
Pro

25
Ala
Phe
Cys
Arg
Cys
105

Ala

Gly

Gln
Gly
185
Leu
Asp
Leu
Gly
Leu
265

Arg

Leu

Ser

10
Ala
Glu

val

Pro

TvYr

90
His
His
val
Pro
Pro
170
Ser
Ser
Phe
Gln
Arg
250
Gly

val

Pro

Leu

val

Thr

Gln

Pro

75

Ala

ala

Ile

Pro

155

His

Ser

Thr

val

Ala

235

Ala

Ala

aAla

val

Leu
Arg
Gly
Arg

60
Arg
Asn
Thr
Gly
Ala
140
Gly
Arg
Ser
Arg
Ala
220
Leu
Ala
Gln

Arg

His
300

Cys
Gly
Glu

45
Pro
Hig
val
His
Phe
125
Pro

Thr

Asn

val
205
Phe
Glu
Leu

asp

Met
285

Leu
val

30
Arg

Cys

Asn
110
Cys
Gly
Phe
Cys
Asp
190
Pro
Gln
Ala

Gln

Gly
270

Pro

val

15
Ala
Leu
Arg

Thr

Cys
95
Arg

Leu

Ser
Thr
175
Thr
Gly
Asp
Pro
Leu
255

Ala

Gly

Leu
Glu
val
Arg
Gln

80
Gly
Ala
Glu
Pro
Ala
160
Ala
Leu
Ala
Ile
Glu
240
Lys

Leu

Leu
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(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:3:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1667 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6émico)

(ix) CARACTERISTICAS:

TGGCATGTCG GTCAGGCACA GCAGGGTCCT GTGTCCGCGC TGAGCCGCGC TCTCCCTGCT

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 73..582

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:3:

CCAGCAAGGA CC ATG AGG GCG CTG GAG GGG CCA GGC CTG TCG CTG CTG

Cys

GGA
Gly

GAG
Glu
45

Pro

His

GTC
val

CAC
His

T™rC
Phe
125

CcCG
Pro

AGG
Arg

CTG
Leu

val

TAC
TyT

CTC
Leu

ARC
Asn
110

TGC
Cys

GGT
Gly

TGT
Cys

GTG
val
15

Ala

CTG
Leu

CGC
Arg

ACG
Thr

TGC

Cys
95

CGT
Arg

™G
Leu

GAG
Glu

GGC
Gly

Met Arg Ala Leu Glu Gly Pro Gly Leu S
1 5

TTG
Leu

GAA
Glu

val

CGA
Axg

CAG
Gln
80

GGG
Gly

GCC
Ala

GAG
Glu

AGC
Ser

AGG

Arg
160

GCG
Ala

ACA
Thr

TGC
Cys

GAC
Asp
65

¢
Phe

GAG
Glu

Cys

CAC
His

GG
Trp
145

GGT
Gly

cTe
Leu

cce
Pro

GCC
Ala
50

AGC
Ser

Txp

CGT

Ala
130

GCG
Ala

CAG
Gln

CcCT
Pro

ACC
Thr
35

CAG
Gln

ccc
Pro

AAC
Asn

GAG
Glu

TGC

Cys
115

CG
Ser

aGG
Arg

GTT
val

GCe
Ala
20

TAC
Tyx

Thr

TAC

GAG
Glu
100

CGC
Arxg

TGT
Cys

GGA
Gly

<1
Ala

cTG
Leu

ccce
Pro

ccec
Pro

ACG
Thr

CTG
Leu
8s

GAG
Glu

ACC
Thr

cca
Pro

GGG
Gly

GGT
Gly
165

CcTG
Leu

TGG
Trp

CCA
Pxo

TGT
Cys
70

GAG
Glu

Ala

GGC
Gly

CCT
Pro

GCC
Ala
150

[a{ale
Pro

CCG
Pro

CGG
Arg

GGC
Gly
55

GGC
Gly

CGC
Arg

[elefed
Arg

T™C
Phe

GGT
Gly
135

ccc
Pro

AGC
Ser

TGAGCTAGGA CACCAGTTCC CCTGACCCTG TTCTTCCCTC

CCAGAACACG CAGTGCCAGC CGTGCCCCCC AGGCACCTTC
AGAGCAGTGC CAGCCCCACC GCAACTGCAC GGCCCTGGGC

GTG
val

GAC
Asp
40

ACC
Thr

cCcG
Pro

TGC
Cys

GCT
Ala

Phe
120

GCC
Ala

AGG
Arg

T
Leu

CTGGCTGCAG GCACCCCCAG
TCAGCCAGCA GCTCCAGCTC
CTGGCCCTCA ATGTGCCAGG

cCG
Pro
25

GCA
Ala

Phe

TGT
Cys

CGC

Cys

105

Ala

Cly

AGT
Ser

GCA
Ala

GCT
Ala

GAG
Glu

GTG
Val

CCA
Pxo

TAC

Tyr
S0

CAg
His

CAC
His

GTG
val

GGT
Gly

cece
Pro
170

GTA
Val

ACA
Thr

CAG
Gln

CCcG
Pro
75

TGC
Cys

cce
Ala

GCT
Ala

ATT
Ile

GGC

er Leu Leu
10

cGC
Arg

GGG
Gly

CGG
Arg
60

CGC
Axg

ARC
Asn

AcCC

GGT
Gly

GCe
ala
140

CGG

Gly Arg

155

60
108

156

204

252

300

348

396

444

492

540

582

642

702
762
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CTCTTCCTCC CATGACACCC TGTGCACCAG CTGCACTGGC TTCCCCCTCA GCACCAGGGT 822
ACCARGGTGAG CCAGAGGCCT GAGGGGGCAG CACACTGCAG GCCAGGCCCA CTTGTGCCCT 882
CACTCCTGCC CCTGCACGTG CATCTAGCCT GAGGCATGCC AGCTGGCTCT GGGAAGGGGC 942
CACAGTGGAT TTGAGGGGTC AGGGGTCCCT CCACTAGATC CCCACCAAGT CTGCCCTCTC 1002
AGGGGTGGCT GAGAATTTGG ATCTGAGCCA GGGCACAGCC TCCCCTGGAG AGCTCTGGGA 1062
AAGTGGGCAG CAATCTCCTA ACTGCCCGAG GGGAAGGATGG CTGGCTCCTC TGACACGGGG 1122
AAACCGAGGC CTGATCGTAA CTCTCCTAAC TGCCTGAGAG GAAGGTGGCT GCCTCCTCTG 1182
ACATGGGGAA ACCGAGGCCC AATGTTAACC ACTGTTGAGA AGTCACAGGG GGAAGTGACC 1242
CCCTTAACAT CAAGTCAGGT CCGGTCCATC TGCCAGGTCCC AACTCGCCCC TTCCGATGGC 1302
CCAGGAGCCC CAAGCCCTTG CCTGGGCCCC CTTGCCTCTT GCAGCCAAGG TCCGAGTGGC 1362
CGCTCCTGCC CCCTAGGCCT TTGCTCCAGC TCTCTGACCG AAGGCTCCTG CCCCTTCTCC 1422
AGTCCCCATC GTTGCACTGC CCTCTCCAGC ACGGCTCACT GCACAGGGAT TTCTCTCTCC 1482
TGCARACCCC CCGAGTGGGG CCCAGAAAGC AGGGTACCTG GCAGCCCCCG CCAGTGTGTG 1542
TGGGTGAAAT GATCGGACCG CTGCCTCCCC ACCCCACTGC AGGAGCTGAG GAGTGTGAGC 1602
GTGCCGTCAT CGACTTTGTG GCTTTCCAGG ACATCTCCAT CAARGAGGAGC GGCTGCTGCA 1662
GGCCC 1667
2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:4:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 170 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:4:
Met Arg Ala Leu Clu Gly Pro Gly Leu Ser Leu Leu Cys Leu Val Leu
1 5 10 bR
Ala Leu Pro Ala Leu Leu Pro Val Pro Ala Val Arg Gly Val Ala Glu
20 25 30
Thr Pro Thr Tyr Pro Trp Arg Asp Ala Glu Thr Gly Glu Arg Leu Val
3s 40 45
Cys Ala Gln Cys Pro Pro Gly Thr Phe Val Gln Arg Pro Cys Arg Arg
50 55 60
Asp Ser Pro Thr Thr Cys Gly Pro Cys Pro Pro Arg His Tyr Thr Gln
65 70 75 80
Phe Trp Asn Tyr Leu Glu Arg Cys Arg Tyr Cys asn Val Leu Cys Gly
85 90 85
Glu Arg Glu Glu Glu Ala Arg Ala Cys His Ala Thr His Asn Arg Ala
100 105 110
Cys Arg Cys Arg Thr Gly Pha Phe Ala His Ala Gly Phe Cys Leu Glu
115 120 125
His Ala Ser Cys Pro Pro Gly Ala Gly val Ile Ala Pro Gly Glu Ser
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130 135 140

Trp Ala Arg Gly Gly Ala Pro Arg Ser Gly Gly Arg Arg Cys Gly Arg
145 150 155 160

Gly Gln Val Ala Gly Pro Ser Leu Ala Pro
165 170

10 (2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:5:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 455 aminoacidos
15 (B) TIPO: aminoacido
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:5:

20

Met Gly Leu Ser Thr Val Pro Asp Leu Leu Leu Pro Leu Val Leu Leu
25 1 5 10 15

Glu Leu Leu Val Gly Ile Tyr Pro Ser Gly Val Ile Gly Leu Val Pro
20 25 30

30 His Leu Gly Asp Arg Glu Lys Arg Asp Ser Val Cys Pro Gln Gly Lys
35 40 45

Tyr Ile His Pro Gln Asn Asn Ser Ile Cys Cys Thr Lys Cys His Lys
50 55 60
35
Gly Thr Tyr Leu Tyr Asn Asp Cys Pro Gly Pro Gly Gln Asp Thr Asp
65 70 75 80

Cys Arg Glu Cys Glu Ser Gly Ser Phe Thr Ala Ser Glu Asn His Leu
40 85 90 95

Arg His Cys Leu Ser Cys Ser Lys Cys Arg Lys Glu Met Gly Gln Val
100 105 110

Glu Ile Ser Ser Cys Thr Val Asp Arg Asp Thr Val Cys Gly Cys Arg
45 115 120 125

Lys Asn Gla Tyr Arg His Tyr Trp Ser Glu Asn Leu Phe Gln Cys Phe
130 135 140

Asn Cys Ser Leu Cys Leu Asn Gly Thr Val His Leu Ser Cys Gln Glu
>0 145 150 155 160

Lys Gin Asn Thr val Cys Thr Cys His Ala Gly Phe Phe Leu Arg Glu
165 170 175

55 Asn Glu Cys Val Sex Cys Ser Asn Cys Lys Lys Ser Leu Glu Cys Thr
) 180 185 190

Lys Leu Cys Leu Pro Glan Ile Glu Asn Val Lys Gly Thr Glu Asp Sex
395 200 20%

60 Gly Thr Thr Val Leu Leu Pr¢ Leu Val Ile Phe Phe Gly Leu Cys Leu
210 215 220

Leu Ser Leu Leu Phe Ile Gly Leu Met Tyr Arg Tyr Gln Arg Trp Lys
225 230 235 240

65 Ser Lys Leu Tyr Ser Ile Val Cys Gly Lys Ser Thr Pro Glu Lys Glu
245 250 255
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Gly
Phe
Pro
Pxo
305

Ala

Pro

Ilae
385

Tyr

Cys

Pro

Glu

Ser

Ser
290

Asn
Asp
Leu
Asp
Arg
370

Asp

Ser

Leu

Leu

Ala
450

Leu

Pro
275

Ser

Phe

Pro

Gln

Asp
355

Trp

Arg

Met
Glu
Glu

435
Pro

Glu
260

Thr

Thr

Ala

Ile

Lys

340

Pro

Lys

Leu

Leu
Leu
420
Asp

Ser

Gly

Pro

Phe

Ala

Leu
325

Trp

Ala

Glu

Glu

Ala
405
Leu

Ile

Leu

Thx
Gly
Thr
Pro
310
Ala
Glu
Thr
Phe
Leu

390
Thr

Gly

Glu

Leu

ES 2 286 843 T3

Thr

Phe

Ser
295

Axg

Thr

Asp

Leu

val
375

Gln

Trp

Arg

Glu

Arg
4S5

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:6:

Thr

Thr
280

Ser

Axg

Ala

Ser

Tyr
360

Arg

Asn

Arg

val

Ala
440

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 461 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: protefna
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:6:

Met Ala Pro Val Ala Val Trp Ala Ala Leu

1

5

Trp Ala Ala Ala His Ala Leu Pro

Ala Pro Glu Pro Gly Ser
Thr Ala Gln Met Cys Cys

Val Phe Cys Thr Lys Thr

65

Ser Thr Tyr Thx Gln Leu

50

35

20

85

70

Thr Cys

40

Ser Lys

55

Ser Asp

Txrp Asn

Lys
265

Pro

Ser

Glu

Leu

Ala

345

Ala

Arg

Gly

Arg

Leu
425

Leu

Ala

25

Arg

Cys

Thr

Txrp

Pro

Thr

Thr

val

Ala

330

His

val

Leu

Arg

Arg
410
Arg

Cys

10

Gln

Leu

Ser

vVal

Val

1]

Leu Ala Pro
Leu Gly Phe
285

Tyr Thr Pro
300

Ala Pro Pro
315

Ser Asp Pro
Lys Pro Gln
vVal Glu Asn

365

Gly Leu Ser
380

Cys Leu Arg
385

Thx Pro Arg
Asp Met Asp

Gly Pro Ala
445

Asn
270

ser
Gly
Tyx
Ile
Ser

350

val

Arg

Leu
430

Ala

Ala Vval Gly Leu

val Ala Phe Thr

30

Arg Glu Tyr Tyr

45

Pro Gly Gln His

60

Cys Asp Ser Cys
75

Pro Glu Cys Leu

Pro

Pro

Asp

Gln

Pro
338

Leu

Pro

His

Ala

Glu
415
Leu

Leu

Glu
15

Pro
ASp
Ala

Glu

Ser
95

Ser

val

Cys

Gly
320

Asn

Pro

Glu

Gln
400

Ala

Gly

Leu

Gln
Lys
Asp

80
Cys
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Gly
Glu
Ser
Pro

14S

Cys

Asn
Met
Gln

225

Phe

Lys
Ala
305
Ile

Ala

val

val
385

Ala

Lys

Gln

Leu

Ser

Gln

130
Gly

Lys
Ile
Ala
Ala
210
His
Leu
Phe
Leu
Lys
290
Asp
Thr
Leu
Glu
Ser
370
Asn
Ser
Asp

Leu

Pro
450

Arg
Asn
115
Gln
Phe
Pro
Cys
Ser
1385
Pro
Thr
Leu
Ala
Ile
275
Pro
Lys
Ala
Asp
Ala
355
Ser
Val
Serx
Glu
Glu

435

Leu

Cys
100
Arg
Glu
Gly
Cys
Arg
180
Gly
Glin
Pro
Leu
260
Ile
Leu
Ala
Pro
Arg
340

Ser

Pro

Thr
Gln
420
Thr

Gly

Ser.

Ile
Gly
Val
Ala
165
Pro
Asp
Ala
Pro
Met
245

Pro

Gly

Arg
Ser
325
Arg
Gly
Gly
Ser
Met
405
Val

Pro

Vval
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Ser
Cys
Cys
Ala
150
Pro
His
Ala
val
230
Gly
Val
Val
Leu
Gly
310
Ser
Ala
Ala
Gly
Ser
390
Gly
Pro

Glu

Pro

Asp
Thr
Arg
135
Arg
Gly
Gln
val
His
215
Pro
Pro
Gly
Val
Gln
295
Ser
Pro
Gly
Ris
375
Sexr
Asp
Phe

Thr

Asp
455

Gln
Cys
120
Leu
Pro
Thr

Ile

Cys
200
Leu
Glu
Ser
Leu
Asn
280
Axg
Gln
Ser
Thr
Glu
360
Gly
Asp
Thr
Ser
Leu

440

Ala

val
105

Arg

Cys

Gly

Phe

Cys
185
Thr
Pro
Pro

Pro

Ile
265

Cys
Glu
Gly
Ser
Arg
345
Ala
Thr
His
Asp
Lys

425

Leu

Gly

Glu
Pro
Ala
Thr
Ser
170
Asn
Ser
Gln
Ser
Pro
250
val
val
Ala
Pro
Ser
330
Asn
Arg
Gln
Ser
Ser
410
Glu

Gly

Met

Thr
Gly
Pro
Glu
158
Asn
val
Thr
Pro
Thr
235
Ala
Gly
Ile
Lys
Glu
318
Leu
Gln
Ala
val
Ser
395
Ser
Glu

Ser

Lys

Gln

Leu
140
Thr
Thx
val
Ser
val
220
Ala
Glu
val
Met
val
300
Gln
Glu
Pro
Ser
Asn
380

Gln

Pro

cys

Pro
460

Ala

T™Yr
125
Arg
Ser
Thr
Ala
Pro
205
Ser
2xo
Gly
Thr
285
Pro
Gln
Ser
Gln
Thr

365

val

Ser
Ala
Glu

44s

Serxr

Cys
119
Cys
Lys
Asp
Ser
Ile

130
Thr

Ser
Ser
Ala
270
Gln
His
His
Ser
2Ala
350
Gly
Thr
Ser
Glu
Phe

430
Glu

Thr
Ala
Cys
vVal
Ser
17S
Pro

Arg

Arg

Thr
255
Leu

val

Leu

Ala
335
Pro
Ser
Cys
Ser
Ser
415

Arg

Lys

Arg
Leu
Arg
val
160
Thr
Gly
Ser
Ser
240
Gly
Gly
Lys
Pro
Leu
320
Ser
Gly
Ser
Ile
Glin
400
Pro

Ser

Pro
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(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:7:

ES 2 286 843 T3

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 427 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:7:

Met
1

Leu

Pro

Leu

Glu
65

Glu

Ala

Tyxr

Glu

val
145

val

Leu

Gly

Ala
225
Pro

Ser

Lys

Gly

Leu

Thx

Gly

Pro

Pro

Pro

TYr

Ala
130

Cys
Asp
Arg
Arg
Pro
210
Ser
val
Ils
Arg

Val
230

Ala

Leu

Gly
35

Glu

Cys

Cys

Cys

Gln
115

Gly

Glu

Pro
Glu
195
Ser
Thr
val
Leu
Trp

27S
Asn

Gly Ala Thr Gly Arg

Leu
20

Leu
Gly
Leu
Lys
val
100

Asp

Ser

-Glu

Cys
Cys
180
Ile

Thr
val
Thr
Ala

260
Asn

Gln

S

Leu

Tyr

val

Asp

Pro

85

Glu

Glu

Gly

Cys

Leu
1658
Thr
Thr
Gln
Ala
Arxg
245
Ala

Ser

Thr

Gly

Thr

Ala

Ser
70

Cys

Ala

Thr

Leu

Pro
15¢

Pro

Arg
Glu
Gly
230
Gly
val
Cys

Pro

val

His

Gln
55

Val

Thx

Asp

Thr

val
135

Asp

Ser

Pro
215

val
Thr
Val
Lys

Pro
2395

Ser

Ser
40

Pro

Thr

Asp

Gly
120

Phe

Gly

Thr
Ala

Thr
20

Glu
val
Thr
Val
Gln

280
Pro

Ala

Leu
25

Gly

Cys

Phe

Cys

Ala
105

Axrg

Ser

Thr

Val
Asp

185
Pro

Ala
Thr
Asp
Gly
265

Asn

Glu

Met Asp

i0

Gly Gly

Glu Cys

Gly Ala

Ser Asp

75

val Gly

90

val

Cys

Cys Glu

Cys Gln

Cys
170
Ala
Pro

Pro

Ser
155

Glu

Glu

Glu

Pro

Thr val

235

Asn Leu

250

Leu Val

Lys

Gly

Gln

Glu

Gly

Ala

Cys

Asn
60

Val

Leu

Arg

Ala

Asp
140

Asp
Asp
Cys
Gly
Glu
220
Met
Ile
Ala
Gly

Lys
300

Pro

Lys

Lys
45

Gln

Val

Gln

Cys

Cys
125

Lys

Glu

Thr
Glu
Ser
205
Gln

Gly

Pro

ala
285

Leu

Axrg

Glu
30

Ala

Thr

Ser

Ser

Ala
110

Gln

Ala

Glu

Glu
190

Asp
Asp
Ser
Val
Ile
270

Asn

His

Leu
15

Ala

Cys

val

Ala

Met
85

Tyx

val

Asn

Asn

Arg
17S
Ile
Ser

Leu

Ser

255
Ala

Ser

Ser

Leu

Cys

Asn

Cys

Thr
80

Ser

Gly

Cys

Thr

His
160
Gln
Pro
Thr
Ile

Gln
240

Cys

Phe
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Ser Gly Ile

305

Thr Gln Thr

Ser Ser Lau

Gly Ser 2la

Ser

Ala

Pro

val

Ser

Asp

ES 2 286 843 T3

310

325

340

355

Gln Pro Glu

370

Ala Leu Leu

385

Leu Leu Ala

Leu Cys Ser

Gly

His

Ala

Ala

Glu

Pro

Asp

Ile

Ser

Leu

Gly

Ala

Thr

Asp

Trp

Ser

Gln Ala

Lys Arg

Trp Arg

360

Ser Phe

375

390

405

420

Ser

Arg

Thr

Ala Thr

Arg Ile

Ala Thx

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:8:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 415 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:8:

1

Leu Leu
val Pro
Glu Tyr

50

Gly Glu
65

Lys Thr

Thr Cys

Val Ala

Gly Met
130

Glu Arg
145

Glu Ile

Leu

Pro
35

Tyr

Phe

Gln

Pro
115
Ser

Leu

Met

Gly
20

Tyr

Glu

val

Pro

Leu
100

Cys

val

Asp

5

Leu

Arg

Phe

His
85

Cys
Thr
Val

Lau

Thr

Ser

Ile

Met

Ala
70

Asn
Arg
Ser
Tvyr
Cys

150
Asp

Gln Ser Leu

Leu

Glu

3a5

His

Thx

Gln

Gln

Ser
425

His

315

Lys Gly

330

Glu val

Leu Ala

His Glu

Asp Ser Ala

Asp

Asp

Glu

Gly

Ala

Gln

Gly

Lys

Glu

Gln

Gly

Leu

Pro His

320

Leu Tyr

335

350

365

380

385

Arg Ala Asp

410

Pro val

Met Arg Leu Pro Arg Ala Ser Ser Pro Cys
10

Gly Leu Leu Val

Glu Aen
40

His Asp

55

val Cys

Ser Tyr

Pro Cys

Asp Arg

25

Gln Thr

val Cys

Ser Arg

Asn Glu

20

Asp Ile

105

120
Leu Asp Asn Glu

135

Lys Ala

Gln Pro Gly Thr

Val asn Cys val

10

Gly

Ala

Cys

Ser
75

His

Val

Glu

Glu
155

Pro

Leu

Ser

Txp

Ser
60

Gin

Trp
Leu
Cys
val
140

Ala

Cys

Cys

Thr

Leu

Ala

Gln

Asp
45

Arg

Asp

Asn
Gly
Arg
125
His
Glu

Lys

Leu

Pro

Leu

Val

Leu Asn

Gly Tyr

VvVal Arg

Asp Ala

400

Glu Ser

415

Trp

Pro
30

Gln

Cys

Thr

His

Phe
110

Cys

Cys

val

Pro

Gly Pro
15

Gln Leu

Asp Lys

Pro Pro

val Cys
80

Leu Ser
95

Glu Glu

Gln Pro
Glu Glu
Thr Asp

160
Gly His
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165 170

Phe Gln Asn Thr Ser Ser Pro Arg Ala Arg
180 185

Cys Glu Ile Gln Gly Leu Vval Glu Ala Ala
185 200

Asp Thr Ile Cys Lys Asn Pro Pro Glu Pro
210 215

Ala Ile Leu Leu Ser Leu Val Leu Phe Leu
225 230

Ala Cys Ala Trp Met Arg Ris Pro Ser Leu
245 250

Leu Leu Lys Arg His Pro Glu Gly Glu Glu
260 265

Pro Arg Ala Asp Pro His Phe Pro Asp Leu
275 280

Met Ser Gly Asp Leu Ser Pro Ser Pro Ala
290 295

Ser Leu Glu Glu Val Val Leu Glan Gln Gln
305 310

Arg Glu Leu Glu Ala Glu Pro Gly Glu His
325 330

Ala Asn Gly Xle His vVal Thr Gly Gly Ser
340 345

Ile Tyr Ile Tyr Asn Gly Pro Val Leu Gly
355 360

Asp Pro Pro Ala Pro Pro Glu Pro Pro Tyx
370 375

Ala Pro Gly Pro Ser Glu Leu Ser Thr Pro
385 390

Ala Trp His Leu Ala Glu Thr Giu Thr Leu
405 410

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:9:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 335 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:9:

11

Pro

Gly

Leu
235

Cys

Ser

Ala

Gly

Ser

315

Gly

val

Gly

Pro

395
Gly

Gln
Gly
Ala
220
Phe
Arg
Pro
Glu
Pro
300

Pro

Gln

Thx
Thr
380
Gln

Cys

Pro
Thr
208
Met
Thr
Lys
Pro
Pro
288
Pro
Leu
val
val
Arg
365
Pro

Glu

Gln

His
190
Ser
Leu
Thxr

Leu

Cys
270
Leu
Thr
vVal
Ala
Thr
350
Gly
Glu

Asp

Asp

175

Thr
TYYX
Leu
val
Gly
255
Pro
Leu
Ala
Gln
His
335
Gly
Pro
Glu

Gly

Leu
415

Arg
Ser
Leu
Leu
240
Thr
Ala
Pro
Pro
Ala
320
Gly
Asn
Gly

Gly

Lys
400
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Met

Lys

Leu

Pro
&5

Asp
Phe
Leu
Cys
Pro
145
Ser
Leu
Lys
ser
Ser
228
Thx
Ala
Gln

Glu

Thr
305

Leu

Leu

Gly
Glu
54

Gly

Ser
Glu
Lys
130

Cys

Asn

Glu
Hig
210
Asp
Leu
Lys
Lys
Ala
230

Leu

Sar

Gly

Sexr

Leu
35

Gly

Glu

val

val
115
Pro

Thr

Leu
val
1395
Glu
Val
Ser

Ile

val
275

Tyr
Ala

Glu

Ile

Ser
20

Glu

Leu
Arg
Pro
Lys
100
Glu
aAsn
Lys
Lys
Leu
180
Gln
Ser
Asp
Gln
Asp
260
Gln
Asp

Glu

Asn

Lys
Leu
His
Lys
Cys
85

Cys

Ile

Phe

Cvs
165
Leu
Lyvs
Pro
Leu
Val
245
Giu
Leu
Thr

Lys

Ser
325

Ser

His
Ala
70

Gln

Asn

Phe

Glu

150

Lys

Leu

Thr

Thr

Ser

230

Lys

Ile

Leu

Leu

Ile

310

Asn

ES 2 286 843 T3

Leu

val

Lys
Asp
5%

Axrg
Glu
Axg
Cys
Cys
135
His
Glu
Pro
Cys
Leu
215
Lys

Gly

Lys

Ile
2395

Gln

Phe

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:10:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

Leu

Asn

Thr
49

Gly
Asp
Gly
cys
Thr
120
Asn
Gly
Giu
Ile
Arg

200

Asn

Phe

Asn

280

Lys

Thr

(A) LONGITUD: 260 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

Pro

Ala
25

val

Gln

Cys

Lys

Arg

105

Arg

Ser

Ile

Gly

Pro

185

Lys

Pro

Ile

val

Asp

265

Trp

Asp

Ile

Asn

12

Leu
10
Gln

Thr

Phe

Thr

Glu

9¢

Leu

Thr

Thr

Ile

Ser

170

Leu

HRis

Glu

Thr

Arg

250

His

Leu

Ile

Glu
330

val

val

Thr

Cys

val
75

Tyr
Cys
Gln
val
Lys
155
Arg
Ile
Arg
Thr
Thr
23S
Lys
val
Gln
Lys
Leu

315
Ile

Leu

Thr

val

His
80

Asn

Thrx

AsSp

Asn

Cys

1490

Glu

Ser

Val

Lys

val

220

Ile

Gln
Leu
Lys
300

Lys

Gln

Thr

Asp

Glu
45

Lys

Gly

Asp

Glu

Thx

125

Glu

Cys

asn

Glu
205
Ala
Ala
Gly
Asp
His
285
Ala

Asp

Ser

Ser

Ile
30

“Thr

Pro
Asp
Lys
Gly
1106
nys
His
Thr
Leu
val
1380
Asn
Ile
Gly
val
Thr
270
Gly
Agn

Ile

Leu

val
15

Asn

Gln

Cys

Glu

Ala

His

Cys

Cys

Leu

Gly

175

LyS

Gln

Asn

val

Asn

2S5

Ala

Lys

Lau

Thr

val
335

Ala
Ser
Asn
Pro
Pro
80

His
Gly
Arg
Asp
Thr
160
Trp
Arg
Gly
Leu
Met
240
Glu
Glu
Lys

Cys

Ser
3240
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(C) CATENARIEDAD: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:10:

Met
1

Gly

Trp

Leu

Cys
65

Thr
Leu
145
Gln
His
Leu
Leu
Pro
225

Glu

Ala

Ala
Leu
Ala
Val
50

Ile
Glu
Ile
Asp
Ala

130

Pro

Trp
Val
Phe
210
Val

Gly

Cys

Arg Pro His Pro Trp Trp Leu Cys Val Leu Gly Thr Leu Val
10

Ser

Gln
35

Lys

Pro

Ser

Lys
115

Arg

Leu

Pro

Ile

195

Leu

Glu

Ser

Ser

Ala
20

Gly
Asp
Gly
Cys
Ala
100
Glu
Ser
val
Ala
Pro
180
Phe
His
Pro

Thr

Pro
260

5
Thr

Lys

Cys

vVal

Arg

85

Asn

Cys

Ser

Ser

Asp

165

Gln

Ser

Gln

Ala

Ile
245

Pro
Leu
Asp
Serxr
70

His
Ala
Thr
Gin
Glu
150
Phe
Arg
Gly
Arg
Glu

23C

Pro

Ala
Cys
Gln

55

Phe
Cys
Glu
Glu
Ala
135
Met
Arg
Ser
Met
Arg
215

Pro

Ile

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:11:

Pro

Cys
40
His

Ser

Asn
Cys
Cys
120
Leu
Leu
Gln

Leu

Phe
200

Lys

Cys

Gln

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 595 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

Lys Ser Cys Pro Glu

25

Gln

Arg

Pro

Ser

Ala

105

Asp

Ser

Glu

Leu

Cys

185

Leu

TYyxr

Arg

Glu

13

Met

Lys

Asp

Gly
90

Cys

Pro

Pro

Ala

Pro

170

Ser

val

Arg

TYX

Asp
250

Cys

Ala

His

Leu

Arg

Leu

His

Arg

155

Ala

Ser

Phe

Ser

Sex
235

T™vr

Glu
Ala
60

His
Leu
Asn
Pro
Pro

140
Thr

Asp
Thr
Asn
220

Cys

Arg

Pro
45

Gln
Thr
val
Gly
Asn
125
Gln
Ala
Thr
Phe
Leu
205
Lys

Pro

Lys

1s

Arg His Tyr
30

Gly

Cys

Arg

Arg

119

Pro

Pro

Gly

Leu

Ile

190

Ala

Gly

Arg

Thr

Asp

Pro

Asn

95

Gln

Ser

Thr

His

175

Arg

Gly

Glu

Glu

Glu
255

Phe
Pro
His
80

Cys
Cys
Leu
His
Met
160
Thr
Ile
Ala
Ser
Glu

240

Prao
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(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémica)
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:11:

Met Arg Val Leu Leu Ala

Cys
€5

Cys
Pro
Phe

Ser

Lys
14S
Ala
Ala
Pro
Thr

Pro
225

Thr
Cys
Cys
Ile
305
Asp
Pro
Sex

Serx

Gly
385

Serxr

Ala

Ser

Met
50

Arg

Thx

Cys

Cys

val
130

aAsn
Ser
Lys
val
Axg
210
Gly
Lys
Ala
Ala
Ala

290
Cys

.Thr

Leu

Ala
370

Pro

Ser

Phe

His
35

Gly

Lys

aAla

Ala

Ser
115

Cys

Pro

Arg
195
Ala
Leu
Gln
Cys
Trp
275
Thr
Ala
Thr
Pro
Leu

358
Pro

val

Ala

Pro
20

Tyr

Leu

Gln

Cys

Trp
100

Pro

val

Glu

Thr
i8¢

Gly
Pro
Ser
Cys
Vval
260
Asn
Sexr
Ala
FPhe
Glu
3490
val
val

Leu

Phe

S
Gln

Tyr
Phe

Cys

vVal

Asn

Ser

Ala

Asn
185

Pro

Gly

Pro
Glu
245
Ser
Ser
Ala
Glu
Glu
325
Asn
Asp
Ala
Phe

Leu

Asp

Asp

Pro

Glu
70

Thr

Ser

Ala

Gly

Glu
150

Cys
val
Thr

Ser

230

Cys
Serx
Thx
Thr
310
Ala
Gly

Serxr

Leu

Trp
380

Leu

Ala Leu Gly

Arg

Lys
Thr

Pro

Cvys
Ser
Val

Met
135

Pxro
Lys

Ser

Pro
215

Gln
ASp

Ser

Asn
2858
val
Pro
Glu
Gln
Serxr

375
Vval

Cys

Pro

Ala
40

Gln

Asp

Serx

Asn
120

Ile

Ala

Glu

Pro

Lieu
200

Ser
Pro
Tyr
Arg

Thr
280

Ser
Thr
Pro
aAla
Ala
360
Ser

Ile

His

Phe
25

val

Gln

vr
Arg
val
105
Ser
val
Ser
Bro
Ala
185

Sex

Cys

Asp
2653

Cys
Cys

Lys

Pro
345

Ser

Leuw

Arg.

14

Leu
10

Glu

Arg

Cys

TYT

Asp
30

Cys
Cys
Lys
Pra

Ser
i70

Gln
val
Pro
Leu
250
Asp
Glu
Ala
Pro
Gly
330
Ala
Lys

Gly

val

Arg

Leu
Asp
Arg
Pro

Leu
75

Asp
Glu
ala
Phe

Gly
155
Ser

Ser

Glu
Gly
Glu
235
Asp
Leu
Cys
aArg
Gln
315
Ser
Thr
Lys

Lau
398

Ala

Phe

Thr

Cvys

Gln
60

Asp

Leu

Cys
Axg

Pro
140

Val
Gly
Ser

Ala
Arg
22¢
Gly
Glu

val
Aryg
Cvys
300
Asp
Gln
Thr

Leu

Pro
380

val

Cys

Leu

Cys

Cys
45

Arg
Glu
val

Arg

Cys
125

Gly

Ser

Ala

Ala
205
Pro
Ser
Ala
Glu

Pro
285
val

Met

Ser

Pro
365
val

Val

Arg

Gly

His
30

Ty
Pre
Ala

Glu

Pro
110

Phe

Thr

Pre
Ile

Ser
150

Ser
Ser
Gly
Gly
Lys
270
Gly
Preo
Ala
Asp
Pro
350
Ile

Leau

val

Lys

Ala
1s
Gly
Arg
Thy
Asp
Lys
95
Gly
Phe
Ala

Ala

Pro
175

Lys

Ser

Arg
255

Mat

Gilu

Asp
val

Arg

Leu

Asn

Cys
Asp

Arg
80

Thx

Met

Gln

Cys
160
Gln
Met
Leu
Asp
Cys

240
Cys

Pro
Ile
Pro
Lys
320
Gln
Thx

Ala

Gly
400

Ile
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Arg

Leu

Ser

Ser

465

Glu

Pro

Lys

Thr

Glu

545

Pro

Leu

Ser

Gln
Glu
Gly
450
Gln
Ser
Axg
Ile
val
530
Pxo
Glu

Ser

Gly

Lys

Leu

435

Ala

Pro

Leu

Asp

Glu

518

Lys

Glu

Gln

val

Lys
595

Leu

420

val

Ser

Leu

Pro

Leu

500

LyS

Ala

Leu

Glu

Glu
580

405

His

AsSp

Val

Met

Leu

485

Pro

Ile

Glu

Glu

Thr

565

Glu

Leu
Ser
Thr
Glu
470
Gln
Glu
Tyr
Leu
Glu
550

Glu

Glu

ES 2 286 843 T3

Cys

Gly
455
Thr
Asp
Pro
Ile
Pro
535
Glu

Pxo

Gly

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:12:

Pro
440

Pro

Ala

Met
520
Glu
Leu

Pro

Lys

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

Met Val Arg Leu Pro Leu Gln Cys val Leu Trp

1

(A) LONGITUD: 277 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: protefna
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:12:

Ala Val His

ITle
Ser
Ser

&5

Lys

Asn Ser

35

Asp Cys

50

Glu Phe

Tyr Cys

Pro Glu Pro

20
Gln

Thr

Leu

Asp

5

Cys Cys

Glu Phe

Asp Thr

Pro Asn

85

70

Pro

Ser

Thr
58

Trp

Leu

Thr
Leu
40

Glu

Asn

Gly

Pro

425

val

His

Sex

val

S0S5

Lys

Gly

Glu

Leu

Glu
585

aAla
25

Cys

Thr

Leu

15

410

val
Arg
Ala
Ser
Pro
490

Ser

Ala

Ala

Gly
570

10
Cys

Gln

Glu

Glu

Arg

Gln
Ser
Glu
val
475
Ala
Thr
Asp
Gly
Asp
858

Ser

Pro

Arg
Pro
Cys
Thr

75

val

Thr
Ser
Glu
460
Gly
Gly
Glu
Thr
Leu
540
His
Cys

Leu

Gly
Glu
Gly
Leu
60

Eis

Gln

Ser
Thr
445
Arg
Ala
Gly
Hisg
val

525

Ala

Ser

Pro

Cys
Lys
Gln

45

Pro

Cys

Gln

Gln
430
Gln
Gly
Ala
Pro
Thr
510
Ile
Gly
Pro

Asp

Thr
SS0

Leu
Gln
30

Lys

His

Lys

415

Pro
Leu
Leu
Tyx
Ser
495
Asn
val
Pro
His
val

575

Ala

Leu

15

Leu

Gly

Gln

Gly
95

Lys
Arg
Met
Leu
480
Ser
Asn
Gly
Ala
Tyxr
S60

Met

Ala

Thr

Leu

val

Glu

His

80
Thr



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Sar Glu Thr

Ser Glu Ala
115

Phe Gly Val
130

Pro Cys Pro
145

Cys His Pro

Ala Gly Thr

Arg Ala Leu
195

Leu Leu Val
212

Lys Ala Pro
225

Asp Lea Pro
Gly Cys Gln

val Gln Glu
275

Asp
100

Cys

Lys

val

Asn
180

val
Leu
His

Gly

Pro
260

Arg

Thr

Glu

Gln

Cly

Thx
165

Lys
val
val
Pro

Ser
245

val

Gln

ES 2 286 843 T3

Ile Cys Thr Cys
105

Ser Cys Val Leu
120

Ile Ala Thr Gly
135

Phe Phe Ser Asn
150

Ser Cys Glu Thr

Thr Asp Val Val
185

Ile Pro Ile Ile
200

Phe Ile Lys Lys
215

Lys Gln Glu Pro
230

Asn Thr Ala Ala

Thr Gln Glu Asp
265

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:13:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 255 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: protefna
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:13:

Met Gly Asn Ser Cys Tyr Asn Ile Val
1 S

Asn Phe Glu
Ala Gly Thr
35

Prxro Pro Asn
50

Cys Arg Gln
&5

Thr Ser Asn

Ala Gly Cys

Arg
20

Phe
Ser
Cys

Ala

Ser
100

Thx

Cys

Phe

Lys

Glu

85

Met

Arg Ser Leu Gln
25

Glu

Bis

val

val

Lys
170

Cys

Phe

val

Gln

Pro
250

Gly

Ala
10

Asp

Glu Gly

Arg Serx

Ser Asp
140

Sex Ser
155

Asp Leu

Gly Pro

Gly Ile

Ala Lys
220

Glu Ile
235

val Gln

Lys Glu

Thr Leu

Pro Cys

Asp Asn Asn Arg Asn Gln Ile
40

Ser Ser Ala Gly
S5

Gly Val Phe Arg
70

Cys Asp Cys Thr

Cys Glu Gln Asp
105

16

Gly
Thr
Pro

So

Cys

Gln Arg
60

Arg Lys
75

Gly Phe

Lys Gln

val

Gln

Leu
205
Lys
Asn

Glu

Ser

Leu

Ser

Cys

45

Thr

Glu

His

Gly

His
110

Ser

Ile

Phe

Val

Asp
190
Phe
Pro

Phe

Thr

Arg
270

Leu
Asn
30

Ser

Cys

Cys

Cys

Gln
110

Cys

Pro

Cys

Glu

Gln
175

Arg

Ala

Pro

Leu
2535

Ile

val
15

Cys
Pro
Asp
Ser
Leu

9s

Glu

Thr
Gly
Glu
Lys
160

Gln

Leu

Ile

Asn

240
His

Ser

Leu
Pro
Cys
Ile
Ser
80

Gly

Leu
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Thr Lys Lys Gly Cys Lys Asp Cys Cys Phe Gly Thr Phe Asn Asp Gln
115 120 125
Lys Arg Gly Ile Cys Arg Pro Trp Thr Asn Cys Ser Leu Asp Gly Lys
130 135 140
Ser Val Leu Val Asn Gly Thr Lys Glu Arg Asp Val Val Cys Gly Pro
145 150 155 160
Ser Pro Ala Asp Leu Ser Pro Gly Ala Ser Ser Val Thr Pro Pro Ala
165 170 175
Pro Ala Arg Glu Pro Gly His Ser Pro Gln Ile Ile Ser Pha Phe Leu
180 185 190
Ala Leu Thr Ser Thr Ala Leu Leu Phe Leu Leu Phe Phe Leu Thr Leu
185 200 205
Arg Phe Ser Val Val Lys Arg Gly Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe
210 215 220
Lys Gln Pro Phe Met Arg Pro Val Gln Thr Thr Gln Glu Glu Asp Gly
2285 230 235 240
Cys Ser Cys Arg Phe Pro Glu Glu Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu
245 250 255
(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:14:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 277 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:14:
Met Cys Val Gly Ala Arg Arg Leu Gly Arg Gly Pro Cys Ala Ala Leu
1 S 10 15
Leu Leu Leu Gly Leu Gly Leu Ser Thr vVal Thr Gly Leu His Cys Val
20 25 30
Gly Asp Thr Tyr Pro Ser Asn Asp Arg Cys Cys His Glu Cys Arg Pro
35 40 45
Gly Asn Gly Met Val Ser Arg Cys Ser Arg Ser Gln Asn Thr Val Cys
50 55 60
Arg Pro Cys Gly Pro Gly Phe Tyr Asn Asp Val Val Ser Ser Lys Pro
65 70 75 80
Cys Lys Pro Cys Thr Trp Cys Asn Leu Arg Ser Gly Ser Glu Arg Lys
85 80 95
Gln Leu Cys Thr Ala Thr Gln Asp Thr Val Cys Arg Cys Arg Ala Gly
100 105 110
Thr Gln Pro Leu Asp Ser Tyr Lys Pro Gly Val Asp Cys Ala Pro Cys
115 120 125
Pro Pro Gly His Phe Ser Pro Gly Asp Asn Gln Ala Cys Lys Pro Trp
130 135 140
Thr Asn Cys Thr Leu Ala Gly Lys KHis Thr Leu Gln Pro Ala Ser Asn

17
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145

Serx

Gln

Glu

val

Leu

225

Arg

Gly

Thr

Ser Asp

Glu
Ala
Pro
210
Gly
Arg

Ser

Leu

Thr

Trp
195
Gly
Leu
Asp

Phe

Ala
275

Ala
Gln
180
Pro
Gly
Leu
Gln
Arg

260

Lys

Ile
165
Gly
Axrg
Arg
Gly
Axg
245

Thr

Ile

150
Cys

Pro

Thr

aAla

Pro

230

Leu

Pro

ES 2 286 843 T3

Glu

Pro

Ser

val

215

Leu

Pro

Ile

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:15:

Asp

Ala

Gln

200

Ala

Ala

Pro

Gln

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 349 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: protefna

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:15:
Lys Ser Val Leu Tyr Leu Tyr 1lle
S

Met
1

Ile
Lys

Pro

Cys
65

Pro

Gly

Ser

val
145

Asn

Asp

Gly

Thr

Ala

Gln
130

Gly

Gly

Thr

35

Thr

Pro

Cys

Ser

118

Thr

Asp

Arg
20

Glu

Tyr

Cys

Leu

Cys

100

Cys

Lys

Val

ASD

Tyr

Ala

Gly

Ser

85

Asn

Leu

Cys

Ile

Axrg

Axg

185

Gly

Ala

Ile

Asp

Glu
265

Ala Ala Pro Tvyr

Lys

Ser

Ser
70

Cys

Thr

Leu

Gly

Cys
150

Arg
Axg
55

Gly
Asn
Thr
Lys
Ile

135

Ser

His
40

Leu
Thr
Gly
His
Gly
120

Gly

Pro

25

Asn

Cys

Phe

Arg

Asn

105

Ser

Tyxr

Cys

18

Asp
170
Pro
Pro
Ile
Leu
Ala

250

Glu

Leu
10

Thr
Leu
Asp

Thr

Cys
90

Arg
Ser

Gly

Gly

155

Pro
Ile
Ser
Leu
Leu
235

His

Gln

Phe

Pro

Ser
Ser
75

Asn
Ile
Gly

val

Phe
155

Pro

T™hx
Gly
220
Ala

Lys

Ala

Leu
Pro
Cys
Lys
80

Arg
Ser
Cys
Cys
Ser

140

Gly

Ala
val
Arg
205
Leu
Leu

Pro

Asp

Ser
Asn
Leu

45
Thr

Asn
Glu
Lys
125

Gly

Thr

Thr

Gln
190

Pro

Gly

Pro

Ala
270

Cys
Gly
30

Ser
Asn
Asn

Gln

Cys
110

Ala

Gln
175
Pro
val
Leu
Leu
Gly

255

His

Ile
15
Lys

Cys

His
val
85

Ser

Thr

Sex

160

Preo

Thr

Glu

val

Leu

240

Gly

Ser

Ile

Cys

Pro

Gln

Leu

80

Glu

Pro

val

Ser

His
160
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Thr

Asn

Cys
Glu
Glu
225
Thr
Phe
Lys
Leu
Asn
305
Gly

His

val
Tyr
Thr
Leu
210
Glu
Gly
Glu

Ala

Ala
2390
Thr
Asn

Lys

Ser

Ile

Arg
195

Thr
Tyr
Glu
Ile
Lys
275
Gly
Asn

Val

Pro

ES 2 286 843 T3

Ser Ala Asp
165

Asp Val Glu
180

Thr Thr Thr
Ile Thr Met

Phe Ser Vval
230

Asn Arg Tyx
245

Lys Cys Asn
260

Asn Asp Asp

Asp Cys Leu
Ala Gln Asp
310

Leu Asp Asp
325

Ile Thr Asn
340

Lys

Ile

Thr
Asn
215
Leu
Gln
Asn

Gly

Ser
298

Ser

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:16:

Cys

Thr

Gly
200
His
Asn
Asn
Lys
Met
280
Sexr
Glu

Ser

Lys

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 355 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: protefna
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:16:

Met Lys Ser

1

Asn Ser Asp

Asn Glu Tyr

Thr Tyr Ala

Cys Thr Pro

65

Pro Ala Cys

Thr Arg Ser

50

35

Glu

Leu
185

Leu
Thr
Lys
Ile
Gly
2865
Met
val
Thr
His

Pro
345

Pro
170

Tyr
Ser
Asp
vVal
Ser
250
Ser
Ser
Asp
Asp
Net

330
Thr

Tyr Ile Leu Leu Leu Leu Leu

S

Ile Thr Pro
20

Lys Arg His
Ser Arg Leu
Cys Ala Ser

70

Leu Ser Cys
85

Cys Asn Thr
100

His

His

Cys
55
Asp

Asn

Thr

Glu
Leu
40

Asp
Thr

Gly

His

Pro
25

Cys
Ser
Phe

Arg

Asn
105

19

10

Ser

Cys

Lys

Cys
50

Arg

Val

Pro

Glu
Cys
Ala
23S
Lys
Ser
His
Ile

Thr
31s

Pro

Arg

Ser
Asn
Leu
Thr
Ser
75

Asp

Ile

Pro Asn

val Asn

Ser Ile
205

Asn Pro
220

Thr Ser
val Cys
Phe Lys
Ser Glu

285
Tyxr Ile
300
Ile Ser
Gly Ser

Phe Leu

Cys Ile
Gly Lys
Ser Cys

45
Asn Thr
60
Arg Asn

Ser Asn

Cys Asp

Asp
190

Leu
Val

Gly
Thr

Gln
270

Thr

Leu

Cys

Ile
Cys
30

Pro

Asn

Gln

Cys
110

175

Thr

Thr

Phe

Phe

Leu
255

Leu

val

Tyx

Asn
335

Ile
15

Lys
Pro
Thx
His

val
9s

Phe

Serxr

Ser
Arg
Phe
240
Asn
Thr

Thr

Ser

val
320

Ile

Ile

Asp

Gly

Gln

Leu

80

Glu

Pro
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Gly
Ser
Thr
145
AsSn
Cys
Glu
Asn
225
Thr
Phe
Leu

Ser

Leu
305

Cys

His

Tyr
Gln
130

Gly

Val

Thr
Leu
210
Gly
Gly
Glu

Thr

Val
290

Tyr

His

ASsSp

Phe

Tyr
115
Thr
Asp
Ser
Ile
Arg

195
Thr

Gln

Ile

Lys

275

Thr

Ser

val

Thr

Leu
355

Lys
Val
Ser
Asp
180
Thr
Ile
Phe
Asn
Lys
260
Thr
Leu
Asn

Gly

His
340

Phe

Cys

val

val

165

Val

Thr

Thr

Ser

Arg

245

Cys

Lys

Val

Thr

Asn

325

Lys

Leu
Gly
Cys
150

Asp

Glu

Met

val
230

Tyx
Asn
Asn
Gly
Asn
310

val

Leu

ES 2 286 843 T3

Lys
Ile
135
Ser
Lys
Ile
Thr
Asn
215
Leu
Gln
Asn
Asp
AsD
2985
Thr

Leu

Ile

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:17:

Gly
120
Gly
Pro
Cys

Asn

Gly
200
His
Asn
Asn
Lys
Asp
280
Cys
Gln

Asp

Thr

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 497 pares de bases

(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6émico)
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:17:
GGCACGAGCA GGGTCCTGTN TCCGCCCTGA GCCGCGCTCT NCCTGCTCCA GCAAGGACCA

Ser

Cys

Glu

Leu

185

Leu

Lys

Glu

Ile

Asp

265

Letu

Asp

val

Asn
345

Ser

Gly

Gly

Pro
170

Tyr
Ser
Asp
val
Ser
250
Ser
Ser
Ser
Tyr
Asp

330

Ser

Gly
Val
Leu
155
val
Pro
Glu
Cys
Ala

235

Lys

Ile
Ser
Glu
315

Ser

Asn

Ser
140
Gly
Pro
val
Ser
Asp
220
Thr
val
Ser
Met
val
300
Thr
His

Sex

Lys
125
Gly
Thr
Ser
Asn
Ile
205
Pro
Ser
Cys
Ser
Pro
285
Asp
Asp

Met

Gln

Ala

His

Tyr

Asn

ASp

190

Ser

val

Gly

Thr

Sex

270

His

Ile

Thr

Pro

Tyr
350

Cys

Ser

Thr

175

Thr

Phe

Phe

Leu

255

Lys

Sexr

TYr

Ile

Gly

335

Pro

TGAGGGCGCT GGAGGGGCCA GGCCTGTCGC TGCTCTCCTG GTGTTGGCGC TGLCTGCCCT

GCTGCCGGTG CCGGCTGTAC GCGGAGTGGC AGAAACACNN ACNTACCCCT GGCGGGACGN

20

Val

Pro

His

160

Phe

Ser

Ser

Arg

Phe

240

Asn

Gln

Glu

Ile

60

120

180
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AGAGACAGGG GAGCGGCTGG TGTNTNCCCA NTGCCCCCAG GCACCTTTNT GCAGCGGCCG
TGCCGNCGAG ACAGCCCCAC GACGTGTGGC CCGTNTCCAC CGCGCCACTA CACGCATTCT
GGAACTACCT GGAGCGCTGN CCTTACTNCA ACGTCCTCTG CGGGGAGCGT NAGGAGGAGG
CACGGGTTTN CCACGNCAAC CACAACCGNG GNTTACCGTN GCCGNACCGG TTTCTTCGNG
GCAAGTTGGT TTTTNNTTTG GAGNAAGGAT TCGTGTTNCA ATTNATTGAC GNAGTGATTN

NNCNCGGGAAR ACTNAAA

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:18:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 191 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:18:

CGCAACTGCA CGGCCCTGGG ACTGGCCCTC AATGTGCCAG GNTCTTCCTC CCATGACACC
CTGTGCACCA GCTGCACTGG CTTCCCCCTC AGCACCAGGG TACCANGAGC TGAGGAGTGT
GAGCNTGCCG TCATCGACTT TTTGGCTTTC CAGGACATCT CCATCAAGAGG CTGCAGCGG
CTGCTCANGC C

1¢1

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:19:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 26 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6émico)
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:19:

CGCCCATGGC AGAAACACCC ACCTAC

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:20:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 26 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:20:

CGCAAGCTT TCTTTCAGTG CAAGTG

21

240
300
360
420
480

4897

60
120
180

26

26
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(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:21:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
5 (A) LONGITUD: 28 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6émico)
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:21:

10

15 CGCAAGCTTC TCCTCAGCTC CTGCAGTG

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:22:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 36 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:22:

20

25

30
CGCGGATCCG CCATCATGAG GGCGTGGAGG GGCCAG

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:23:
35
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 26 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico

(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:23:

40

45

CGCGGTACCC TCTTTCAGTG CAAGTG

50 (2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:24:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 28 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

60 (ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6émico)
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:24:

55

65 CGCGGTACCC TCCTCAGCTC CTGCAGTG

22
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