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DESCRIPCION

Composiciones y métodos para el tratamiento de tumores.
Campo de la invencion

La presente invencidn se refiere a composiciones y procedimientos para el diagndstico y tratamiento de tumores.
Antecedentes de la invencion

Los tumores malignos (cdncer) son la segunda causa de muerte en los Estados Unidos, después de las enfermedades
del corazén (Boring et al., CA Cancer J Clin., 43:7 [(1993]).

El cancer se caracteriza por el incremento en el nimero de células anormales, o neoplasicas, derivadas de un tejido
normal que proliferan para formar una masa tumoral, la invasién de tejidos adyacentes por estas células tumorales
neopldsicas, y la generacién de células malignas que finalmente se extienden a través de la sangre o el sistema linfatico
hasta nédulos linféticos regionales y hasta puntos distantes (metdstasis). En un estado canceroso, una célula prolifera
bajo condiciones en las que no crecerian células normales. El cdncer se manifiesta en una gran variedad de formas,
caracterizadas por diferentes grados de invasion y agresividad.

La alteracion de la expresion génica estd intimamente relacionada con el crecimiento incontrolado de células y la
desdiferenciacion, las cuales son una caracteristica comun a todos los canceres. Se ha observado que los genomas de
ciertos tumores bien estudiados muestran una menor expresion de genes recesivos, a los que habitualmente se hace
referencia como genes supresores de tumores, que funcionarian normalmente para evitar el crecimiento de células
malignas, y/o la sobreexpresion de ciertos genes dominantes, tales como oncogenes, que actian para inducir el cre-
cimiento maligno. Cada uno de estos cambios genéticos parece ser responsable de la importacion de algunos de los
rasgos que, agregados, representan el fenotipo neopldsico completo (Hunter. Cell 64, 1129 [1991]; Bishop, Cell 64,
235-248 [1991])).

Un mecanismo bien conocido de sobreexpresion de genes (por ejemplo, oncogén) en células cancerigenas es la
amplificacion génica. Este es un procedimiento en el que en el cromosoma de la célula ancestral se producen multiples
copias de un gen particular. El procedimiento implica la replicacién no programada de la regién del cromosoma que
comprende el gen, seguido por la recombinacién de los segmentos replicados de nuevo en el cromosoma (Alitalo e?
al., Adv. Cancer Res. 47. 235-281 [1986]). Se cree que la sobreexpresion del gen va en paralelo con la ampliacién
génica, es decir, es proporcional al nimero de copias realizadas.

Se ha identificado que los proto-oncogenes que codifican factores de crecimiento y receptores de factores de
crecimiento juegan papeles importantes en la patogénesis de varios tumores humanos, incluyendo cancer de mama.
Por ejemplo, se ha observado que el gen de ErbB2 humano (erbB2, también conocido como her2 o c-erbB-2), que
codifica un receptor de glicoproteina transmembrana de 185 kD (p185"FR?, HER2) relacionado con el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR), se sobreexpresa en aproximadamente de un 25% a un 30% del céncer de
mama humano (Slamon et al., Science 235: 177-182 [1987]; Slamon et al., Science 244: 707-712 [1989]).

Se ha descrito que la amplificacién génica de un protooncogén en un suceso implicado habitualmente en las formas
mds malignas de cédncer, y podria actuar como un factor predictivo del resultado clinico (Schwab et al., Genes Ch-
romosomes Cancer 1, 181-193 [1990]; Alitalo et al., supra). De este modo, la sobreexpresion de erbB2 se considera
habitualmente como un factor predictivo de un prondstico pobre, especialmente en pacientes con enfermedad primaria
que implica nédulos linfaticos axilares (Slamon et al., [1987] y [1989], supra; Ravdin y Chamness, Gene 159: 19-
27 [1995]; y Hynes y Stem, Biochim. Biophys. Hacia 1198: 165-184 [1994]) y se ha relacionado con la sensibilidad
y/o resistencia a la terapia con hormonas y pautas quimioterapéuticas, incluyendo CMF (ciclofosfamida, metotrexato
y fluorouracilo) y antraciclinas (Baselga et al., Oncology 11 (3 Suppl 1): 43-48 [1997]). Sin embargo, a pesar de la
asociacién de la sobreexpresion de erbB2 con un prondstico pobre, las probabilidades de pacientes con respuesta po-
sitiva a HER2 que respondian clinicamente al tratamiento con taxanos eran mds de tres veces la de aquellos pacientes
con respuesta negativa a HER?2 (Ibid). Un anticuerpo monoclonal recombinante anti-ErbB2 humanizado (anti-HER?2)
(una versién humanizada del anticuerpo anti-ErbB2 murino 4D5, al que se hace referencia como rhuMAb HER?2 o
Herceptin™) ha sido clinicamente activo en pacientes con cdnceres de mama metastdsicos que sobreexpresan ErbB2
que habian recibido terapia anticancerigena previa a la extension. (Baselga et al., J. Clin. Oncol. 14: 737-744 [1996]).

A la luz de lo anterior, existe un interés obvio en identificar nuevos procedimientos y composiciones que son ttiles
para el diagndstico y tratamiento de tumores que estdn asociados con la amplificacién génica.

Descripcion resumida de la invencion

A. Realizaciones

La presente invencion se refiere a composiciones y procedimientos para el diagnéstico del crecimiento de células
neopldsicas y la proliferacién en mamiferos, incluyendo humanos. La presente invencién se basa en la identificacién

de genes que se amplifican en el genoma de células tumorales. Se espera que dicha amplificacién génica esté asociada
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con la sobreexpresién del producto génico. Por consiguiente, se cree que las proteinas codificadas por los genes
amplificados son dianas utiles para el diagndstico de ciertos cdnceres y pueden actuar como factores predictivos del
prondstico del tratamiento de tumores.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a un anticuerpo aislado que se une a un polipéptido designado
en la presente invencién como polipéptido PRO. En un aspecto, el anticuerpo aislado se une especificamente a un
polipéptido PRO. A menudo, la célula que expresa el polipéptido PRO es una célula tumoral que sobreexpresa el
polipéptido en comparacién con una célula normal del mismo tipo de tejido. En atin otro aspecto, el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal, que preferiblemente tiene residuos de una regién determinante de complementariedad (CDR)
no humana y residuos de una regién armazén (“framework™) (FR) humana. El anticuerpo puede estar marcado y puede
inmovilizarse en un soporte sélido. En atn otro aspecto, el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo, un anticuerpo de
cadena tnica, o un anticuerpo humanizado que se une, preferiblemente de manera especifica, a un polipéptido PRO.

También se describe en la presente invencién una composicién de materia que comprende un anticuerpo que se
une, preferiblemente de manera especifica, a un polipéptido PRO en una mezcla con un portador farmacéuticamente
aceptable. En otro aspecto, la composicién comprende un principio activo adicional que puede ser, por ejemplo, un
anticuerpo adicional o un agente citotéxico o quimioterapéutico. Preferiblemente, la composicién es estéril.

En una realizacién adicional, la presente invencion se refiere a moléculas de 4cido nucleico aisladas que codifi-
can anticuerpos anti-PRO y vectores y células huésped recombinantes que comprenden dichas moléculas de acidos
nucleicos.

En una realizacién adicional, la presente invencion se refiere a un procedimiento para producir un anticuerpo anti-
PRO, en el que el procedimiento comprende el cultivo de una célula huésped transformada con una molécula de
acido nucleico que codifica el anticuerpo en condiciones suficientes para permitir la expresién del anticuerpo y la
recuperacion del anticuerpo del cultivo celular.

En una realizacién adicional, la presente invencién se refiere a una molécula de 4cido nucleico aislada que se
hibrida a una molécula de dcido nucleico que codifica un polipéptido PRO o el complemento de la misma. La molécula
de 4cido nucleico aislada es preferiblemente ADN, y la hibridacion tiene lugar preferiblemente en condiciones de
hibridacién y lavado astringentes. Dichas moléculas de 4dcido nucleico pueden actuar como moléculas antisentido
de los genes amplificados identificados en la presente invencién que, a su vez, pueden ser ttiles en la modulacién
de la transcripcion y/o la traduccién de los genes amplificados respectivamente, o como cebadores antisentido en
reacciones de amplificaciéon. Ademds, dichas secuencias se pueden utilizar como parte de una secuencia de ribozimas
y/o una secuencia de triple hélice que, a su vez, se pueden utilizar en la regulacion de los genes amplificados.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona un procedimiento para determinar la presencia de un poli-
péptido PRO en una muestra sospechosa de contener un polipéptido PRO, en el que el procedimiento comprende la
exposicion de la muestra a un anticuerpo anti-PRO y la determinacién de la unién del anticuerpo a un polipéptido PRO
en la muestra. En otra realizacién, la presente invencién proporciona un procedimiento para determinar la presencia
de un polipéptido PRO en una célula, en el que el procedimiento comprende la exposicion de la célula a un anticuerpo
anti-PRO y la determinacién de la unién del anticuerpo a la célula.

En otra realizacidn, la presente invencion se refiere a un procedimiento de diagndstico de un tumor en un mamifero,
que comprende la deteccién del nivel de expresion de un gen que codifica un polipéptido PRO (a) en una muestra a
analizar de células de tejido obtenidas del mamifero, y (b) en una muestra de control de células de tejido normal
conocidas del mismo tipo de célula, donde un nivel de expresién superior en la muestra a analizar respecto a la
muestra de control es indicativo de la presencia del tumor en el mamifero del cual se obtuvieron las células del tejido
a analizar.

En otra realizacion, la presente invencion se refiere a un procedimiento de diagnéstico de tumores en un mamifero,
que comprende (a) el contacto de un anticuerpo anti-PRO con una muestra a analizar de las células del tejido obtenido
del mamifero, y (b) la deteccién de la formacién de un complejo entre el anticuerpo anti-PRO y un polipéptido PRO
en la muestra a analizar, donde la formacién de un complejo es indicativo de la presencia de un tumor en dicho animal.
La deteccién puede ser cualitativa o cuantitativa, y puede realizarse por comparacién con la monitorizacién de la
formacién del complejo en una muestra de control de células de tejido normal conocidas del mismo tipo de célula. Una
gran cantidad de complejos formados en la muestra a analizar indica la presencia del tumor en el mamifero del cual se
han obtenido las células del tejido a analizar. El anticuerpo lleva preferiblemente una marca detectable. La formacién
del complejo puede monitorizarse, por ejemplo, mediante microscopia de luz, citometria de flujo, fluorimetria, u otras
técnicas conocidas en el sector.

La muestra a analizar se obtiene normalmente de un individuo sospechoso de presentar un crecimiento o prolife-
racién de células neopldsicas (por ejemplo, células cancerosas).

En otra realizacién, la presente invencion se refiere a un kit de diagndstico para el cdncer que comprende un
anticuerpo anti-PRO y un portador (por ejemplo, un tampén) en un envase adecuado. El kit contiene instrucciones
para utilizar el anticuerpo con el fin de detectar la presencia de un polipéptido PRO en una muestra sospechosa de
contener el mismo.
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B. Realizaciones adicionales

En otras realizaciones de la presente invencidn, la presente invencién proporciona una molécula de 4cido nucleico
aislada que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido PRO.

En un aspecto, la molécula de 4cido nucleico comprende una secuencia de nucledtidos que tiene por lo menos
aproximadamente un 80% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproxima-
damente un 81% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente
un 82% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 83%
de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 84% de identi-
dad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 85% de identidad en la
secuencia de dcidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 86% de identidad en la secuencia
de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 87% de identidad en la secuencia de dcidos
nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 88% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos,
alternativamente por lo menos aproximadamente un 89% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativa-
mente por lo menos aproximadamente un 90% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos, alternativamente por
lo menos aproximadamente un 91% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos
aproximadamente un 92% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproxima-
damente un 93% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente
un 94% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 95% de
identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 96% de identidad
en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 97% de identidad en la se-
cuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 98% de identidad en la secuencia de
dcidos nucleicos y alternativamente por lo menos aproximadamente un 99% de identidad en la secuencia de acidos nu-
cleicos con (a) una molécula de ADN que codifica un polipéptido PRO con una secuencia de aminoécidos de longitud
completa tal como se describe aqui, una secuencia de aminodcidos que carece del péptido sefial tal como se describe
aqui, un dominio extracelular de una proteina transmembrana, con o sin el péptido sefial, tal como se describe aqui, o
cualquier otro fragmento definido especificamente de la secuencia de aminodcidos de longitud completa tal como se
describe aqui, o (b) el complemento de la molécula de ADN de (a).

En otros aspectos, la molécula de dcido nucleico aislada comprende una secuencia de nucleétidos con por lo menos
aproximadamente un 80% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproxima-
damente un 81% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente
un 82% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 83%
de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 84% de identi-
dad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 85% de identidad en la
secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 86% de identidad en la secuencia
de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 87% de identidad en la secuencia de acidos
nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 88% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos,
alternativamente por lo menos aproximadamente un 89% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativa-
mente por lo menos aproximadamente un 90% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos, alternativamente por
lo menos aproximadamente un 91% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos
aproximadamente un 92% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproxima-
damente un 93% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente
un 94% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 95%
de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 96% de identi-
dad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 97% de identidad en la
secuencia de dcidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 98% de identidad en la secuencia
de 4cidos nucleicos y alternativamente por lo menos aproximadamente un 99% de identidad en la secuencia de dcidos
nucleicos con (a) una molécula de ADN que comprende la secuencia codificante de un ADNc de un polipéptido PRO
de longitud completa tal como se describe aqui, la secuencia codificante de un polipéptido PRO que carece del péptido
sefial tal como se describe aqui, la secuencia codificante de un dominio extracelular de un polipéptido PRO transmem-
brana, con o sin el péptido sefial, tal como se describe aqui o la secuencia codificante de cualquier otro fragmento
especificamente definido de la secuencia de aminodcidos de longitud completa, tal como se describe aqui, o (b) el
complemento de la molécula de ADN de (a).

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que compren-
de una secuencia de nucleétidos con por lo menos aproximadamente un 80% de identidad en la secuencia de 4cidos
nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 81% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos,
alternativamente por lo menos aproximadamente un 82% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativa-
mente por lo menos aproximadamente un 83% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos, alternativamente por
lo menos aproximadamente un 84% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos
aproximadamente un 85% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproxima-
damente un 86% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente
un 87% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 88%
de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 89% de identi-
dad en la secuencia de dcidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 90% de identidad en la
secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 91% de identidad en la secuencia
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de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 92% de identidad en la secuencia de dcidos
nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 93% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos,
alternativamente por lo menos aproximadamente un 94% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativa-
mente por lo menos aproximadamente un 95% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos, alternativamente por
lo menos aproximadamente un 96% de identidad en la secuencia de acidos nucleicos, alternativamente por lo menos
aproximadamente un 97% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproxima-
damente un 98% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos, y alternativamente por lo menos aproximadamente
un 99% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos con (a) una molécula de ADN que codifica el mismo polipép-
tido maduro codificado por cualquier ADNc de proteina humana depositado en el ATCC tal como se describe aqui, o
(b) el complemento de la molécula de ADN de (a).

Otro aspecto de la presente invencién proporciona una molécula de 4cido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido PRO al que se ha eliminado el dominio transmembrana o bien,
se ha inactivado el dominio transmembrana, o es complementaria a dicha secuencia de nucleétidos codificante, en la
que el dominio o dominios transmembrana de dicho polipéptido se describen en la presente invencién. Por lo tanto, se
contemplan los dominios extracelulares solubles de los polipéptidos PRO descritos en la presente invencion.

También se describen fragmentos de una secuencia codificante del polipéptido PRO, o del complemento de la
misma, que se pueden utilizar como, por ejemplo, sondas de hibridacién, para los fragmentos codificantes de un poli-
péptido PRO que pueden opcionalmente codificar un polipéptido que comprende un sitio de unién para un anticuerpo
anti-PRO o como sondas de oligonucledtidos antisentido. Dichos fragmentos de 4cido nucleico son generalmente de
por lo menos aproximadamente 20 nucleétidos de longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente 30
nucledtidos de longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente 40 nucleé6tidos de longitud, alternativa-
mente de por lo menos aproximadamente 50 nucleétidos de longitud, alternativamente de por lo menos aproximada-
mente 60 nucledtidos de longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente 70 nucledtidos de longitud,
alternativamente de por lo menos aproximadamente 80 nucledtidos de longitud, alternativamente de por lo menos
aproximadamente 90 nucleétidos de longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente 100 nucleétidos de
longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente 110 nucleétidos de longitud, alternativamente de por lo
menos aproximadamente 120 nucleétidos de longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente 130 nucleé-
tidos de longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente 140 nucleétidos de longitud, alternativamente
de por lo menos aproximadamente 150 nucleétidos de longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente
160 nucledtidos de longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente 170 nucledtidos de longitud, al-
ternativamente de por lo menos aproximadamente 180 nucledtidos de longitud, alternativamente de por lo menos
aproximadamente 190 nucledtidos de longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente 200 nucleétidos
de longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente 250 nucledtidos de longitud, alternativamente de
por lo menos aproximadamente 300 nucleétidos de longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente 350
nucledtidos de longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente 400 nucleétidos de longitud, alternativa-
mente de por lo menos unos aproximadamente 450 nucledtidos de longitud, alternativamente de por lo menos unos
aproximadamente 500 nucleétidos de longitud, alternativamente de por lo menos unos aproximadamente 600 nucledti-
dos de longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente 700 nucleétidos de longitud, alternativamente de
por lo menos aproximadamente 800 nucledtidos de longitud, alternativamente de por 1o menos unos aproximadamente
900 nucleétidos de longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente 1000 nucleétidos de longitud, donde
en este contexto el término “aproximadamente” significa la longitud de la secuencia de nucleétidos a la que se hace
referencia mds o menos el 10% de la longitud de referencia. Cabe indicar que los fragmentos nuevos de una secuencia
de nucleétidos que codifica el polipéptido PRO pueden determinarse de forma rutinaria mediante el alineamiento de
la secuencia de nucléotidos que codifica el polipéptido PRO con otras secuencias de nucleétidos conocidas mediante
la utilizacién de cualquiera de los programas de alineamiento de secuencia conocidos y la determinacién de qué frag-
mento o fragmentos de secuencia de nucleétidos codificante del polipéptido PRO son nuevos. Todas dichas secuencias
de nucledtidos que codifican el polipéptido PRO se contemplan en la presente invencién. También se contemplan
los fragmentos del polipéptido PRO codificados por estos fragmentos de moléculas de nucleétidos, preferiblemente
aquellos fragmentos de polipéptido PRO que comprenden un sitio de unién para un anticuerpo anti-PRO.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona un polipéptido PRO aislado codificado por cualquiera de las
secuencias de dcido nucleico aisladas identificadas anteriormente en la presente invencidn.

En un determinado aspecto, la invencion se refiere a un polipéptido PRO aislado, que comprende una secuencia
de aminoécidos que tiene por lo menos un 80% de identidad en la secuencia de aminodcidos, alternativamente por lo
menos aproximadamente un 81% de identidad en la secuencia de aminoacidos, alternativamente por lo menos apro-
ximadamente un 82% de identidad en la secuencia de aminoécidos, alternativamente por lo menos aproximadamente
un 83% de identidad en la secuencia de aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 84% de
identidad en la secuencia de aminodacidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 85% de identidad en la
secuencia de aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 86% de identidad en la secuencia de
aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 87% de identidad en la secuencia de aminodcidos,
alternativamente por lo menos aproximadamente un 88% de identidad en la secuencia de aminodcidos, alternativa-
mente por lo menos aproximadamente un 89% de identidad en la secuencia de aminoécidos, alternativamente por lo
menos aproximadamente un 90% de identidad en la secuencia de aminodcidos, alternativamente por lo menos apro-
ximadamente un 91% de identidad en la secuencia de aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximadamente
un 92% de identidad en la secuencia de aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 93% de
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identidad en la secuencia de aminodacidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 94% de identidad en la
secuencia de aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 95% de identidad en la secuencia de
aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 96% de identidad en la secuencia de aminodcidos,
alternativamente por lo menos aproximadamente un 97% de identidad en la secuencia de aminodcidos, alternativa-
mente por lo menos aproximadamente un 98% de identidad en la secuencia de aminodcidos y alternativamente por
lo menos aproximadamente un 99% de identidad en la secuencia de aminodcidos con un polipéptido PRO que tiene
una secuencia de aminoacidos de longitud completa tal como se describe aqui, una secuencia de aminoacidos que
carece del péptido seiial tal como se describe aqui, un dominio extracelular de una proteina transmembrana, con o
sin el péptido sefial, tal como se describe aqui o cualquier otro fragmento definido especificamente de la secuencia de
aminodcidos de longitud completa tal como se describe aqui.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un polipéptido PRO aislado que comprende una secuencia de
aminodcidos que tiene por lo menos aproximadamente un 80% de identidad en la secuencia de aminodcidos, alterna-
tivamente por lo menos aproximadamente un 81% de identidad en la secuencia de aminodcidos, alternativamente por
lo menos aproximadamente un 82% de identidad en la secuencia de aminodcidos, alternativamente por lo menos apro-
ximadamente un 83% de identidad en la secuencia de aminoécidos, alternativamente por lo menos aproximadamente
un 84% de identidad en la secuencia de aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 85% de
identidad en la secuencia de aminodacidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 86% de identidad en la
secuencia de aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 87% de identidad en la secuencia de
aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 88% de identidad en la secuencia de aminodcidos,
alternativamente por lo menos aproximadamente un 89% de identidad en la secuencia de aminoécidos, alternativamen-
te por lo menos aproximadamente un 90% de identidad en la secuencia de aminodcidos, alternativamente por 1o menos
aproximadamente un 91% de identidad en la secuencia de amino4cidos, alternativamente por lo menos aproximada-
mente un 92% de identidad en la secuencia de aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 93%
de identidad en la secuencia de aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 94% de identidad en
la secuencia de aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 95% de identidad en la secuencia de
aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 96% de identidad en la secuencia de aminodacidos,
alternativamente por lo menos aproximadamente un 97% de identidad en la secuencia de aminodcidos, alternativa-
mente por lo menos aproximadamente un 98% de identidad en la secuencia de aminodcidos y alternativamente por
lo menos aproximadamente un 99% de identidad en la secuencia de aminodcidos con una secuencia de aminoéci-
dos codificada por cualquiera de los ADNcs de proteinas humanas depositados en el ATCC tal como se describe
aqui.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un polipéptido PRO aislado que comprende una secuencia de
aminodcidos que presenta una valoracion de por lo menos aproximadamente un 80% de valores positivos, alternativa-
mente por lo menos aproximadamente un 81% de positivos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 82%
de positivos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 83% de positivos, alternativamente por lo menos
aproximadamente un 84% de positivos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 85% de positivos, alter-
nativamente por lo menos aproximadamente un 86% de positivos, alternativamente por lo menos aproximadamente
un 87% de positivos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 88% de positivos, alternativamente por lo
menos aproximadamente un 89% de positivos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 90% de positivos,
alternativamente por lo menos aproximadamente un 91% de positivos, alternativamente por lo menos aproximadamen-
te un 92% de positivos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 93% de positivos, alternativamente por lo
menos aproximadamente un 94% de positivos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 95% de positivos,
alternativamente por lo menos aproximadamente un 96% de positivos, alternativamente por lo menos aproximada-
mente un 97% de positivos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 98% de positivos y alternativamente
por lo menos aproximadamente un 99% de positivos cuando se compara con la secuencia de aminodcidos de un poli-
péptido PRO que tiene una secuencia de aminodcidos de longitud completa tal como se describe aqui, una secuencia
de aminodcidos que carece del péptido sefial tal como se describe aqui, un dominio extracelular de una proteina trans-
membrana, con o sin el péptido sefial, tal como se describe aqui o cualquier otro fragmento especificamente definido
de la secuencia de aminodcidos de longitud completa tal como se describe aqui.

En un aspecto especifico, la presente invencién proporciona un polipéptido PRO aislado sin la secuencia sefial N-
terminal y/o la metionina de iniciacién y estd codificado por una secuencia de nucleétidos que codifica dicha secuencia
de aminodcidos tal como se ha descrito anteriormente en la presente invencién. Los procesos para la produccién del
mismo también se describen en la presente invencion, donde estos procesos comprenden el cultivo de una célula hués-
ped que comprende un vector el cual comprende la molécula de 4cido nucleico codificante adecuada en condiciones
apropiadas para la expresion del polipéptido PRO y la recuperacién del polipéptido PRO del cultivo celular.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona un polipéptido PRO aislado al que se ha eliminado el domi-
nio transmembrana o bien, se ha inactivado el dominio transmembrana. Los procesos para la produccién del mismo
también se describen en la presente invencion, donde estos procesos comprenden el cultivo de una célula huésped que
comprende un vector el cual comprende la molécula de 4cido nucleico codificante adecuada en condiciones apropiadas
para la expresion del polipéptido PRO y la recuperacion del polipéptido PRO del cultivo celular.

También se describen antagonistas de un polipéptido PRO nativo tal como se define aqui. El antagonista puede ser
un anticuerpo anti-PRO o una molécula pequefia.
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También se describe un procedimiento de identificacién de antagonistas a un polipéptido PRO que comprende
poner en contacto el polipéptido PRO con una molécula candidata y monitorizar una actividad biolégica mediada por
dicho polipéptido PRO. Preferiblemente, el polipéptido PRO es un polipéptido PRO nativo.

En una realizacién adicional, la presente invencion se refiere a una composicion de materia que comprende un
polipéptido PRO o un antagonista de un polipéptido PRO tal como se describe aqui, o un anticuerpo anti-PRO, en
combinacién con un portador. Opcionalmente, el portador es un portador farmacéuticamente aceptable.

Otra realizacion de la presente invencion estd dirigida al uso de un polipéptido PRO, o un antagonista del mismo
tal como se ha descrito anteriormente en la presente invencién, o un anticuerpo anti-PRO, para la preparacién de un
medicamento Util en el tratamiento de una afeccion que es sensible al polipéptido PRO, un antagonista del mismo o
un anticuerpo anti-PRO.

En realizaciones adicionales de la presente invencidn, la invencién proporciona vectores que comprenden ADN
que codifica cualquiera de los polipéptidos aqui descritos. También se proporcionan células huésped que comprenden
cualquiera de dichos vectores. A modo de ejemplo, las células huésped pueden ser células CHO, células de E. coli,
levaduras, o células de insecto infectadas con Baculovirus. Se proporciona ademds un proceso para la produccion de
cualquiera de los polipéptidos aqui descritos y comprende el cultivo de células huésped en condiciones adecuadas para
la expresion del polipéptido deseado y la recuperacion del polipéptido deseado del cultivo celular.

En otras realizaciones, la presente invencion proporciona moléculas quiméricas que comprenden cualquiera de los
polipéptidos descritos en la presente invencién fusionados a un polipéptido o secuencia de aminodcidos heter6logos.
Los ejemplos de dichas moléculas quiméricas comprenden cualquiera de los polipéptidos aqui descritos fusionados
con una secuencia de un epitopo etiqueta o una regién Fc de una inmunoglobulina.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona un anticuerpo que se une especificamente a cualquiera de
los polipéptidos descritos anterior o posteriormente. Opcionalmente, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, un
anticuerpo humanizado, un fragmento de anticuerpo o un anticuerpo de cadena tnica.

También se describen sondas de oligonucleétidos ttiles para el aislamiento de secuencias de nucledtidos gené-
micas y de ADNc o como sondas antisentido, donde estas sondas pueden derivar de cualquiera de las secuencias de
nucledtidos descritas anterior o posteriormente.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la secuencia de nucledtidos (SEC ID No. 15) de un ADNc que contiene una secuencia de
nucledtidos que codifica la secuencia nativa PRO7422, donde la secuencia de nucleétidos (SEC Id No. 15) es un
clon designado en la presente invencién como DNA119536-2752. También se presenta en negrita y subrayada las
posiciones de los respectivos codones de inicio y parada.

La figura 2 muestra la secuencia de aminoacidos (SEC ID No. 16) de un polipéptido PRO7422 de secuencia nativa
derivada de la secuencia codificante de SEC ID No. 15 mostrada en la figura 1.

Descripcion detallada de la invencion
L. Definiciones

Las frases “amplificacion génica/de genes” y “duplicacién génica/de genes” se utilizan indistintamente y se refieren
a un proceso mediante el cual se forman muiltiples copias de un gen o un fragmento de gen en una célula o linea celular
concreta. A la regiéon duplicada (un tramo de ADN amplificado) se hace referencia a menudo como “amplicon”.
Normalmente, la cantidad de ARN mensajero (ARNm) producido, es decir, el nivel de expresion génica, también
aumenta en la proporcién del nimero de copias realizadas del gen concreto expresado.

“Tumor”, tal como se utiliza aqui, se refiere al crecimiento y proliferacion de todas las células neoplésicas, tanto
malignas como benignas, y todas las células y tejidos precancerosos y cancerosos.

Los términos “céncer” y “canceroso’ se refieren o describen la afeccién fisiolégica en mamiferos que se caracteriza
habitualmente por un crecimiento celular no regulado. Ejemplos de cancer incluyen, pero sin limitacion, carcinoma,
linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia. Ejemplos mas particulares de dichos canceres incluyen el cdncer de mama,
céncer de prostata, cidncer de colon, cancer de células escamosas, cdncer de pulmén de célula pequeiia, cancer de
pulmén de célula no pequefia, cancer gastrointestinal, cdncer de pancreas, glioblastoma, cidncer de cérvix, cancer
de ovarios, cdncer hepdtico, cdncer de vejiga, hepatoma, céncer colorrectal, carcinoma de endometrio, carcinoma de
glandulas salivares, cancer de rifién, cancer de higado, cdncer de vulva, cdncer de tiroides, carcinoma hepatico, y varios
tipos de cancer de cabeza y cuello.

“Tratamiento” es una intervencion realizada con la intencién de evitar el desarrollo o alterar la patologia de un
trastorno. Por consiguiente, “tratamiento” se refiere tanto al tratamiento terapéutico como a las medidas profilacticas o
preventivas. Entre los necesitados del tratamiento se incluyen aquellos que ya tienen el trastorno, asi como aquellos en
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los que se previene el trastorno. En el tratamiento de un tumor (por ejemplo, un céncer), un agente terapéutico puede
disminuir directamente la patologia de las células tumorales, o convertir el tumor en mds susceptible al tratamiento
por otros agentes terapéuticos, por ejemplo, la radiacién y/o la quimioterapia.

La “patologia” del cancer incluye todos los fenémenos que comprometen el bienestar del paciente. Esto incluye,
sin limitacién, un crecimiento celular anormal o incontrolado, metastasis, interferencia con el funcionamiento normal
de las células vecinas, la liberacion de citoquinas u otros productos secretores a niveles anormales, la supresion o el
agravamiento de la respuesta inflamatoria o inmunoldgica, etc.

El término “mamifero” con el propésito de tratamiento se refiere a cualquier animal clasificado como un mamifero,
incluyendo el hombre, animales domésticos y de granja, y animales del zoo, deportivos o de compaiifa, tales como
perros, caballos, gatos, ganado, cerdos, ovejas, etc. Preferiblemente, el mamifero es el hombre.

“Vehiculos”, tal como se utiliza aqui, incluyen los vehiculos, excipientes o estabilizantes farmacéuticamente acep-
tables, que no son téxicos a la célula o al mamifero que se expone a los mismos en las dosificaciones y concentraciones
utilizadas. A menudo, el vehiculo fisiolégicamente aceptable es una solucién acuosa tamponada de pH. Ejemplos de
vehiculos aceptables fisioldgicamente incluyen tampones, tales como fosfato, citrato, y otros dcido orgénicos; an-
tioxidantes incluyendo el dcido ascérbico; polipéptidos de bajo peso molecular (inferiores a aproximadamente 10
residuos); proteinas, tales como albtimina sérica, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos, tales como
polivinilpirrolidona; aminodcidos, tales como la glicina, la glutamina, la asparagina, la arginina o la lisina; monosa-
céridos, disacdridos y otros carbohidratos incluyendo la glucosa, la manosa, o las dextrinas; agentes quelantes, tales
como EDTA; alcoholes de azicar, tales como manitol o sorbitol; contraiones formadores de sales, tales como sodio;
y/o tensoactivos no iénicos, tales como TWEEN™, polietilenglicol (PEG) y PLURONICS™,

La administracién “en combinacién con” uno o mds agentes terapéuticos adicionales incluye la administracién
simultdnea (a la vez) y la administracidon consecutiva en cualquier orden.

El término “agente citotéxico”, tal como se utiliza aqui, se refiere a una sustancia que inhibe o previene la funcién
de las células y/o causa la destruccién de las células. El término pretende incluir isétopos radioactivos (por ejemplo,
1915, Y0 y Re'®), agentes quimioterapéuticos, y toxinas, tales como toxinas activas enzimdticamente derivadas de
bacterias, hongos, plantas o animales o fragmentos de los mismos.

Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico util en el tratamiento del cancer. Ejemplos de agentes qui-
mioterapéuticos incluyen adriamicina, doxorubicina, 5-fluorouracilo, citosina arabindsido (“Ara-C”), ciclofosfamida,
tiotepa, busulfan, citoxina, taxoides, por ejemplo, paclitaxel (Taxol, Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, NJ),
y doxetaxel (Taxotero, Rhone-PoulencRorer, Antony, Francia), toxotero, metotrexato, cisplatino, melfalan, vinblasti-
na, bleomicina, etopésido, ifosfamida, mitomicina C, mitoxantrona, vincristina, vinorelbina, carboplatino, tenipdsido,
dauromicina, carminomicina, aminopterina, dactinomicina, mitomicinas, esperamicinas (véase la patente de Estados
Unidos No. 4.675.187), 5-FU, 6-tioguanina, 6-mercaptopurina, actinomicina D, VP-16, clorambucil, melfalan y otras
mostazas nitrogenadas relacionadas. También se incluyen en esta definicién agentes hormonales que actiian para re-
gular o inhibir la accién de la hormona sobre los tumores, tales como el tamoxifeno y la onapristona.

Un “agente inhibidor del crecimiento”, cuando se utiliza aqui, se refiere a un compuesto o composicién que inhibe
el crecimiento de una célula, especialmente de células cancerosas que sobreexpresan cualquiera de los genes aqui iden-
tificados,ya sea in vitro o in vivo. Por tanto, el agente inhibidor del crecimiento es aquel que reduce significativamente
el porcentaje de células que sobreexpresan dichos genes en la fase S. Ejemplos de agentes inhibidores del crecimiento
incluyen agentes que bloquean la progresion del ciclo celular (en un momento distinto a la fase S), tales como agentes
que inducen la detencién en fase G1 y fase M. Los bloqueantes tipicos de fase M incluyen las vincas (vincristina y
vinblastina), taxol, y los inhibidores de la topo II, tal como la doxorubicina, epirubicina, daunorubicina, etopdsido y
bleomicina. Estos agentes que bloquean la fase G1 también afectan a la detencién en la fase S, por ejemplo, los agen-
tes alquilantes del ADN, tales como tamoxifeno, prednisona, dacarbazina, mecloretamina, cisplatino, metotrexato, 5-
fluorouracilo, y ara-C. Puede hallarse informacion adicional en The Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn e Israel,
eds., Capitulo 1, titulado “Cell Cycle Regulation, oncogens and antineoplastic drugs” por Murakami y et al., (WB
Saunders: Philadelphia, 1995), especialmente en la pagina 13.

La “doxorubicina” es un antibidtico de antraciclina. El nombre quimico completo de la doxorubicina es (8S-
cis)-10-[(3-amino-2,3,6-tridesoxi-a-L-lixo-hexapiranosil)oxi]-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-8-(hidroxiacetil)-
1-metoxi-5,12-naftacenodiona.

El término “citoquina” es un término genérico para las proteinas liberadas por una poblacion celular que actian
sobre otra célula como mediadores intercelulares. Ejemplos de dichas citoquinas son las linfocinas, las monoquinas
y las hormonas polipeptidicas tradicionales. Se incluyen entre las citoquinas, la hormona del crecimiento, tal como
la hormona del crecimiento humano, la hormona N-metionil del crecimiento humano y la hormona del crecimiento
bovino; la hormona paratiroidea; la tiroxina; la insulina; la relaxina; la prorelaxina; las hormonas glicoproteicas, tales
como la hormona estimulante del foliculo (FSH), la hormona estimuladora de la tiroides (TSH), y la hormona lutei-
nizante (LH); el factor de crecimiento hepdtico, el factor de crecimiento de fibroblastos; la prolactina; el lactégeno
placentario; el factor @ y 8 de necrosis tumoral; la sustancia inhibidora miilleriana; el péptido asociado a la gonado-
tropina de ratén; la inhibina; la activina; el factor de crecimiento endotelial vascular; la integrina; la trombopoyetina
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(TPO); los factores de crecimiento nervioso, tales como NGF-g; el factor de crecimiento de plaquetas; los factores de
crecimiento transformantes (TGFs), tales como TGF-a y TGF-g; los factores I y II de crecimiento de tipo insulina; la
eritropoyetina (EPO); los factores osteoinductivos; los interferones, tales como los interferones a, Sy v, los factores
estimuladores de colonias (CSFs), tales como el CSF de macréfagos (M-CSF); el CSF de granulocitos-macréfagos
(GM-CSF); y el CSF de granulocitos (G-CSF); las interleuquinas (ILs), tales como la IL-1, la IL-1a, IL-2, IL-3, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-11, IL-12; un factor de necrosis tumoral, tal como TNF-a o TNF-g; y otros factores
polipeptidicos incluyendo el LIF y el ligando kit (KL). Tal como se utiliza aqui, el término citoquina incluye proteinas
de fuentes naturales o del cultivo de células recombinantes y los equivalentes biolégicamente activos de las citoquinas
de secuencia nativa.

El término “profarmaco”, tal como se utiliza en esta solicitud, se refiere a un precursor o forma derivada de una
sustancia farmacéuticamente activa que es menos citotoxica para las células tumorales en comparacion con el farmaco
parental y es capaz de ser activado enzimdticamente o convertido en la forma parental mds activa. Véase, por ejem-
plo, Willman, “Prodrugs in Cancer Chemotherapy, Biochemical Society Transactions”, 14:375-382, 615th Meeting,
Belfast (1986), y Stella y et al., “Prodrugs: A Chemical approach to targeted drug delivery”, Directed Drug Delivery,
Borchardt y et al., (ed.) pag. 147-267, Humana Press (1985). Los profarmacos de la presente invencidn incluyen, pero
sin limitacién, profarmacos que contienen fosfato, profdrmacos que contienen tiosfosfato, profdrmacos que contienen
sulfato, profdrmacos que contienen péptidos, profirmacos modificados por D-aminoécidos, profirmacos glicosila-
dos, profarmacos que contienen S-lactama, profdrmacos que contienen fenoxiacetamida opcionalmente sustituidos
o profairmacos que contienen fenilacetamida copionalmente sustituidos, 5-fluorocitosina y otros profarmacos de 5-
fluorouridina que pueden convertirse en el farmaco libre citotéxico mas activo. Ejemplos de farmacos citotéxicos que
pueden derivarse en forma de profarmaco para su utilizacion en la presente invencién, pero sin limitacion, son los
agentes quimioterapéuticos descritos anteriormente.

Una “cantidad eficaz” de un polipéptido descrito aqui o un antagonista del mismo, respecto a la inhibicién del
crecimiento de células neopldsicas, el crecimiento tumoral o el crecimiento de células cancerosas, es una cantidad
capaz de inhibir, en cierta magnitud, el crecimiento de células diana. El término incluye una cantidad capaz de invocar
un efecto inhibidor del crecimiento, citostdtico y/o citotéxico y/o la apoptosis de las células diana. Una “cantidad
eficaz” de un antagonista del polipéptido PRO para los objetivos de inhibir el crecimiento de células neopldsicas, el
crecimiento del tumor o el crecimiento de células cancerosas, puede determinarse empiricamente y de forma rutinaria.

Una “cantidad terapéuticamente eficaz”, en referencia al tratamiento del tumor, se refiere a una cantidad capaz de
provocar uno o mds de los efectos siguientes: (1) inhibicién, en cierta magnitud, del crecimiento tumoral, incluyendo,
la ralentizacion y la completa detencidn del crecimiento; (2) la reduccién en el nimero de células tumorales; (3) la
reduccién en el tamafio del tumor; (4) la inhibicién (es decir, la reduccidn, la ralentizacién o la completo detencion) de
la infiltracién de células tumorales en los érganos periféricos; (5) la inhibicion (es decir, la reduccion, la ralentizacién
o la completa detencién del crecimiento) de metéstasis; (6) aumento de la respuesta inmune antitumoral, que puede,
aunque no necesariamente, dar como resultado la regresion o el rechazo del tumor; y/o (7) alivio, en cierta magnitud,
de uno o més de los sintomas asociados con el trastorno. Una “cantidad terapéuticamente eficaz” de un antagonista del
polipéptido PRO para los objetivos del tratamiento del tumor puede determinarse empiricamente y de forma rutinaria.

Una “cantidad inhibidora del crecimiento” de un antagonista de PRO es una cantidad capaz de inhibir el crecimien-
to de una célula, especialmente tumoral, por ejemplo, las células cancerosas, ya sea in vitro o in vivo. Una “cantidad
inhibidora del crecimiento” de un antagonista de PRO con el propdsito de inhibir el crecimiento de células neopldsicas
puede determinarse empiricamente y de forma rutinaria.

Una “cantidad citotéxica” de un antagonista de PRO es una cantidad capaz de causar la destruccion de una célula,
especialmente tumoral, por ejemplo las células cancerosas, ya sea in vitro o in vivo. Una “cantidad citotéxica” de un
antagonista de PRO con el propésito de inhibir el crecimiento de células neopldsicas puede determinarse empirica-
mente y de forma rutinaria.

Los términos “polipéptido PRO” y “PRO”, tal como se utilizan aqui, y cuando van seguidos inmediatamen-
te por una denominacién numérica, se refieren a diversos polipéptidos, donde la denominacién completa (es decir,
PRO/ntimero) hace referencia a secuencias polipeptidicas especificas tal como se describen aqui. Los términos “po-
lipéptido PRO/nimero” y “PRO/ntimero” donde el término “niimero” que se proporciona como una denominacién
numérica real tal como se utiliza aqui, abarca los polipéptidos de secuencia nativa y las variantes polipeptidicas (que
se describen en detalle en la presente invencion). Los polipéptidos PRO descritos aqui pueden aislarse de diversas
fuentes, tales como tipos de tejidos humanos o de otras fuentes, o prepararse mediante procedimientos recombinantes
o sintéticos.

Un “polipéptido PRO de secuencia nativa” comprende un polipéptido que tiene la misma secuencia de aminod4ci-
dos que el correspondiente polipéptido PRO derivado de la naturaleza. Dichos polipéptidos PRO de secuencia nativa
pueden aislarse de la naturaleza o pueden producirse mediante medios recombinantes o sintéticos. El término “poli-
péptido PRO de secuencia nativa” abarca especificamente las formas truncadas o secretadas naturales del polipéptido
PRO especifico (por ejemplo, una secuencia del dominio extracelular), formas variantes naturales (por ejemplo, formas
cortadas y empalmadas (“spliced”) alternativamente) y variantes alélicas naturales del polipéptido. En varias realiza-
ciones de la invencidn, los polipéptidos PRO de secuencia nativa descritos aqui son polipéptidos de secuencia nativa
madura o de longitud completa que comprenden las secuencias de aminodcidos de longitud completa que se muestran
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en las figuras acompafantes. Los codones de inicio y parada se muestran en negrita y subrayados en las figuras. Sin
embargo, mientras que el polipéptido PRO descrito en las figuras acompafiantes se inicia con los residuos de metioni-
na denominados aqui como aminodcido en la posicion 1 en las figuras, es concebible y posible que otros residuos de
metionina localizados cadena arriba o cadena abajo de la posicién 1 de aminodcidos en las figuras puedan utilizarse
como el residuo de aminodcido de partida de los polipéptidos PRO.

El “dominio extracelular” o “ECD” del polipéptido PRO se refiere a una forma del polipéptido PRO que est4 libre
esencialmente de los dominios transmembrana y citoplasmatico. Generalmente, un ECD del polipéptido PRO tendra
menos del 1% de dichos dominios transmembrana y/o citoplasmatico y preferiblemente, tendrd menos del 0,5% de
dichos dominios. Se entendera que cualquier dominio transmembrana identificado para los polipéptidos PRO de la
presente invencién se identifican siguiendo los criterios utilizados habitualmente en la técnica para la identificacién
de ese tipo de dominio hidrofébico. Los limites exactos de un dominio transmembrana pueden variar, pero mas pro-
bablemente, en no mds de aproximadamente 5 aminoécidos en cualquier extremo del dominio tal como inicialmente
se identific6 aqui. Opcionalmente, por tanto, un dominio extracelular de un polipéptido PRO puede contener desde
aproximadamente 5 o menos aminodcidos en cualquier extremo de los 1imites del dominio transmembrana/dominio
extracelular tal como se identifica en los Ejemplos o la memoria y dichos polipéptidos, con o sin el péptido sefial
asociado, y el 4cido nucleico que los codifica, estdn contemplados por la presente invencion.

La localizacién aproximada de los “péptidos sefial” de diversos polipéptidos PRO descritos aqui se muestran en
la presente memoria y/o las figuras acompafantes. Se ha de remarcar, sin embargo, que el limite C-terminal de un
péptido sefial puede variar, pero mds probablemente en no mds de aproximadamente 5 aminodcidos en cualquiera
de los extremos del limite C-terminal del péptido sefial tal como se identificé inicialmente aqui, donde el limite C-
terminal del péptido sefial puede identificarse segun el criterio utilizado de forma rutinaria en la técnica para identificar
el tipo de elemento de secuencia de aminodcidos (por ejemplo, Nielsen y et al., Prot Eng, 10:1-6 (1997) y von Heinje
y et al., Nucl Acids Res, 14:4683-4690 (1986)). Ademads, también se ha reconocido, que, en algunos casos, la divisién
de una secuencia sefial de un polipéptido secretado no es totalmente uniforme, dando como resultado mds de una
especie secretada. Estos polipéptidos maduros, cuando su péptido sefial se corta en no mas de aproximadamente 5
aminodcidos por cualquier extremo del limite C-terminal del péptido sefal identificado aqui, y los polinucleétidos que
los codifican, estan contemplados por la presente invencion.

“Variante de polipéptido PRO” significa un polipéptido PRO activo tal como se define anterior o posteriormente
que tiene por lo menos aproximadamente el 80% de identidad en la secuencia con una secuencia de polipéptido PRO
de secuencia nativa de longitud completa tal como se describe aqui, una secuencia de polipéptido PRO que carece de la
secuencia sefial tal como se describe aqui, un dominio extracelular de un polipéptido PRO, con o sin el péptido sefial,
tal como se describe aqui, o cualquier otro fragmento de una secuencia de polipéptido PRO de longitud completa tal
como se describe aqui. Dichas variantes de polipéptido PRO incluyen, por ejemplo, los polipéptidos PRO en donde uno
o0 mas residuos de aminoacido se afiaden, o eliminan, en el extremo N- o C-terminal de la secuencia de aminoacidos
nativa de longitud completa. Generalmente, una variante de polipéptido PRO tendrd por lo menos aproximadamente
un 80% de identidad en la secuencia de aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 81% de
identidad en la secuencia de aminodacidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 82% de identidad en la
secuencia de aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 83% de identidad en la secuencia de
aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 84% de identidad en la secuencia de aminodacidos,
alternativamente por lo menos aproximadamente un 85% de identidad en la secuencia de aminodcidos, alternativa-
mente por lo menos aproximadamente un 86% de identidad en la secuencia de aminoécidos, alternativamente por lo
menos aproximadamente un 87% de identidad en la secuencia de amino4dcidos, alternativamente por lo menos apro-
ximadamente un 88% de identidad en la secuencia de aminoécidos, alternativamente por lo menos aproximadamente
un 89% de identidad en la secuencia de aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 90% de
identidad en la secuencia de aminodacidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 91% de identidad en la
secuencia de aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 92% de identidad en la secuencia de
aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 93% de identidad en la secuencia de aminodcidos,
alternativamente por lo menos aproximadamente un 94% de identidad en la secuencia de amino4cidos, alternativamen-
te por lo menos aproximadamente un 95% de identidad en la secuencia de aminodcidos, alternativamente por 1o menos
aproximadamente un 96% de identidad en la secuencia de aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximada-
mente un 97% de identidad en la secuencia de aminodcidos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 98%
de identidad en la secuencia de aminodacidos y alternativamente por lo menos aproximadamente un 99% de identidad
en la secuencia de aminodcidos con una secuencia de un polipéptido PRO de secuencia nativa de longitud completa tal
como se describe aqui, una secuencia de polipéptido PRO que carece del péptido sefial tal como se describe aqui, un
dominio extracelular de un polipéptido PRO, con o sin el péptido sefial, tal como se describe aqui o cualquier otro frag-
mento definido especificamente de una secuencia de polipéptido PRO de longitud completa tal como se describe aqui.
Generalmente, los polipéptidos variantes de PRO tienen una longitud de por lo menos aproximadamente 10 aminodci-
dos, alternativamente de por lo menos aproximadamente 20 aminodacidos de longitud, alternativamente de por lo menos
aproximadamente 30 aminodcidos de longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente 30 aminodcidos de
longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente 40 aminodcidos de longitud, alternativamente de por lo
menos aproximadamente 50 aminodcidos de longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente 60 aminoé-
cidos de longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente 70 aminodcidos de longitud, alternativamente
de por lo menos aproximadamente 80 aminodcidos de longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente
90 aminodcidos de longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente 100 aminodcidos de longitud, al-
ternativamente de por lo menos aproximadamente 150 aminoacidos de longitud, alternativamente de por lo menos
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aproximadamente 200 aminodacidos de longitud, alternativamente de por lo menos aproximadamente 300 aminodcidos
de longitud, o mas.

El “porcentaje (%) de identidad en la secuencia de aminodcidos” con respecto a las secuencias del polipéptido
PRO identificadas en la presente invencion se define como el porcentaje de residuos de aminoacidos en una secuencia
candidata que son idénticos con los residuos de aminodcidos en la secuencia de PRO, después de la alineacion de
las secuencias y la introduccién de espacios, si es necesario, para conseguir el maximo porcentaje de identidad en la
secuencia, y sin considerar ninguna sustitucién conservativa como parte de identidad de la secuencia. La alineacién
con el objetivo de determinar el porcentaje de identidad en la secuencia de aminodcidos se puede conseguir de varias
maneras que estian dentro de la técnica, por ejemplo, utilizando software informatico disponible publicamente, tal
como software BLAST, BLAST-2, ALIGN, ALIGN-2 o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la materia pueden
determinar parametros apropiados para medir la alineacién, incluyendo cualquier algoritmo necesario para conseguir
el maximo de alineamiento sobre la longitud completa de las secuencias que se comparan. Para los objetivos de la
presente invencién, sin embargo, los valores en % de la identidad en la secuencia de aminodcidos se obtienen tal
como se describe a continuacién utilizando el programa informético de comparacién de secuencias ALIGN-2, en el
que el codigo fuente completo para el programa ALIGN-2 se proporciona en la Tabla 1. El programa informatico
de comparacién de secuencias ALIGN-2 era propiedad de Genentech, Inc. y el cédigo fuente mostrado en la Tabla
1 se ha presentado con la documentacién del usuario en la U.S. Copyright Office, Washington D.C. 20559, donde
estd registrado bajo el U.S. Copyright Registration No. TXU510087. EI programa ALIGN-2 estd disponible publi-
camente mediante Genentech Inc., South San Francisco, California o se puede compilar a partir del cédigo fuente
proporcionado en la Tabla 1. El programa ALIGN-2 deberia compilarse para su utilizacién en un sistema operativo
UNIX, preferiblemente UNIX V4.0D digital. Todos los pardmetros de comparacion de las secuencias son fijados en
el programa ALIGN-2 y no varian.

Para los objetivos de la presente invencidn, el % de identidad en la secuencia de aminoécidos de una secuencia
de aminodcidos determinada A a, con, o contra una secuencia de aminoacidos determinada B (que se puede escribir
alternativamente como una secuencia de aminoécidos determinada A que tiene o comprende un cierto % de identidad
en la secuencia de amino4cidos a, con, o contra una secuencia de aminodcidos determinada B) se calcula tal y como
se indica a continuacidn:

100 veces la fraccion X/Y

donde X es el nimero de residuos de aminoécidos identificados como emparejamientos idénticos por el programa
de alineacién de secuencias ALIGN-2 en dicha alineacién del programa de A y B, y donde Y es el niimero total de
residuos de amino4cidos en B. Se comprendera que cuando la longitud de la secuencia de aminodcidos A no es igual a
la longitud de la secuencia de aminodcidos B, el % de identidad en la secuencia de aminoacidos de A a B no serd igual
al % de identidad en la secuencia de aminodcidos de B a A. Como ejemplos de los célculos del % de identidad en la
secuencia de aminodcidos utilizando este procedimiento, las Tablas 2 y 3 demuestran cémo calcular el % de identidad
en la secuencia de aminoécidos de la secuencia de aminoacidos denominada “Proteina de comparacién” a la secuencia
de aminoécidos denominada “PRO”.

A menos que se afirme especificamente lo contrario, los valores en % de identidad en la secuencia de aminodcidos
utilizados en la presente invencién se obtienen tal y como se describe anteriormente utilizando el programa informatico
de comparacién de secuencias ALIGN-2. Sin embargo, los valores en % de identidad en la secuencia de aminoéci-
dos también se pueden determinar utilizando el programa de comparacién de secuencias NCI-BLAST-2 (Altschul er
al., Nucleic Acids Res., 25: 3389-3402 (1997)). El programa de comparacién de secuencias NCI-BLAST2 se puede
descargar de http://www.ncbi.nlm.nih.gov. NCI-BLAST? utiliza diversos pardmetros de busqueda, donde todos estos
pardmetros de busqueda se fijan a los valores por defecto, incluyendo, por ejemplo, “unmask (desenmascarado) =
yes (si)”, “strand (hebra) = all (todas)”, “expected occurrences (sucesos esperados) = 107, “minimum low complexity
length (longitud minima de complejidad baja) = 15/5”, “multi-pass e-value (e-valor de multipaso) = 0,017, “constant
for multi-pass (constante de multi-paso) = 257, “dropoff for final gapped alignment (disminucién para alineacién con
espacios final) = 25” y “scoring matrix (matriz de puntuacién) = BLOSUM 62”.

En las situaciones en las que se utiliza NCBI-BLAST?2 para comparaciones de secuencias de aminoécidos, el %
de identidad en la secuencia de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos determinada A a, con, o contra una
secuencia de aminoécidos determinada B (que se puede escribir alternativamente como una secuencia de aminoacidos
determinada A que tiene o comprende un cierto % de identidad en la secuencia de aminodcidos a, con, o contra una
secuencia de aminoacidos determinada B) se calcula tal y como se indica a continuacion:

100 veces la fraccion X/Y

donde X es el niimero de residuos de aminodcidos identificados como emparejamientos idénticos por el programa de
alineacién de secuencias NCBI-BLAST? en dicha alineacién del programa de A y B, y donde Y es el nimero total de
residuos de aminodcidos en B. Se comprenderd que cuando la longitud de la secuencia de aminodcidos A no es igual
a la longitud de la secuencia de aminoacidos B, el % de identidad en la secuencia de aminodcidos de A a B no sera
igual al % de identidad en la secuencia de aminodcidos de B a A.
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Ademads, el % de identidad en la secuencia de aminodcidos también se puede determinar utilizando el programa
informédtico WU-BLAST-2 (Altschul et al., Methods in Enzymology, 266:460-480 (1996). La mayoria de los pardme-
tros de busqueda de WU-BLAST-2 se fijan en los valores por defecto. Los valores no fijados a valores por defecto,
es decir, los pardmetros ajustables, se fijan segtin los siguientes valores: espacio de solapamiento (“overlap span”) =
1, fraccién de solapamiento (“overlap fraction”) = 0,125, umbral de palabra (“word threshold”) T = 11, y matriz de
puntuacién (“scoring matrix”’) = BLOSUM 62. Para los objetivos de la presente invencion, el valor en % de identidad
en la secuencia de aminodcidos se determina dividiendo (a) el nimero de residuos de aminodacidos idénticos en el
emparejamiento entre la secuencia de aminoacidos del polipéptido PRO de interés que tiene una secuencia derivada
del polipéptido PRO nativo y la secuencia de aminoacidos de comparacion de interés (es decir, la secuencia contra
la que se compara el polipéptido PRO de interés que puede ser un polipéptido variante PRO) segtin se determina por
WU-BLAST-2 entre (b) el nimero total de residuos de aminoacidos del polipéptido PRO de interés. Por ejemplo, en
la afirmacién “un polipéptido que comprende una secuencia de aminodcidos A que tiene por lo menos un 80% de
identidad en la secuencia de aminodacidos la secuencia de aminoacidos de B”, la secuencia de aminoacidos A es la
secuencia de aminodcidos de comparacién de interés y la secuencia de aminoacidos B es la secuencia de aminodcidos
del polipéptido PRO de interés.

El “polinucleétido variante PRO” o “secuencia de dcidos nucleicos variante de PRO” significa una molécula de
dcido nucleico que codifica una polipéptido PRO activo tal y como se define a continuacién y que tiene por lo menos
aproximadamente un 80% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos con una secuencia de dcidos nucleicos
que codifica una secuencia de polipéptido PRO de secuencia nativa de longitud completa tal y como se describe en
la presente invencion, una secuencia de polipéptido PRO de secuencia nativa y de longitud completa que carece del
péptido sefial tal y como se describe en la presente invencion, un dominio extracelular de un polipéptido PRO, con o
sin el péptido sefial, tal y como se describe en la presente invencién, o cualquier otro fragmento de una secuencia de
polipéptido PRO de longitud completa tal y como se describe en la presente invencioén. Habitualmente, un polinucle6-
tido variante PRO tendrd por lo menos aproximadamente un 80% de identidad en la secuencia de acidos nucleicos,
alternativamente por lo menos aproximadamente un 81% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativa-
mente por lo menos aproximadamente un 82% de identidad en la secuencia de acidos nucleicos, alternativamente por
lo menos aproximadamente un 83% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos, alternativamente por 1o menos
aproximadamente un 84% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproxima-
damente un 85% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente
un 86% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 87%
de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 88% de identi-
dad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 89% de identidad en la
secuencia de dcidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 90% de identidad en la secuencia
de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 91% de identidad en la secuencia de dcidos
nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un 92% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos,
alternativamente por lo menos aproximadamente un 93% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativa-
mente por lo menos aproximadamente un 94% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por
lo menos aproximadamente un 95% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos, alternativamente por 1o menos
aproximadamente un 96% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproxima-
damente un 97% de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos, alternativamente por lo menos aproximadamente un
98% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos, y alternativamente por lo menos aproximadamente un 99% de
identidad en la secuencia de dcidos nucleicos con una secuencia de dcidos nucleicos que codifica una secuencia de po-
lipéptido PRO de secuencia nativa de longitud completa tal y como se describe en la presente invencidn, una secuencia
de polipéptido PRO de secuencia nativa y longitud completa que carece del péptido sefial tal y como se describe en la
presente invencion, un dominio extracelular de un polipéptido PRO, con o sin el péptido sefial, tal y como se describe
en la presente invencién, o cualquier otro fragmento de una secuencia de polipéptido PRO de longitud completa tal y
como se describe en la presente invencidn. Las variantes no comprenden la secuencia de nucleétidos nativa.

Normalmente, los polinucledtidos variantes PRO tienen por lo menos 30 nucleétidos de longitud, alternativamente
por lo menos aproximadamente 60 nucledtidos de longitud, alternativamente por lo menos aproximadamente 90 nu-
cledtidos de longitud, alternativamente por lo menos aproximadamente 120 nucleétidos de longitud, alternativamente
por lo menos aproximadamente 150 nucleétidos de longitud, alternativamente por lo menos aproximadamente 180 nu-
cledtidos de longitud, alternativamente por lo menos aproximadamente 210 nucleétidos de longitud, alternativamente
por lo menos aproximadamente 240 nucleétidos de longitud, alternativamente por lo menos aproximadamente 270 nu-
cledtidos de longitud, alternativamente por lo menos aproximadamente 300 nucle6tidos de longitud, alternativamente
por lo menos aproximadamente 450 nucleétidos de longitud, alternativamente por lo menos aproximadamente 600
nucledtidos de longitud, alternativamente por lo menos aproximadamente 900 nucledtidos de longitud, o més.

El “porcentaje (%) de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos” con respecto a las secuencias de dcidos nu-
cleicos que codifica el PRO identificadas en la presente invencion se define como el porcentaje de nucleétidos en una
secuencia candidata que son idénticos con los nucleétidos en la secuencia de 4dcidos nucleicos que codifica el polipép-
tido PRO, después de la alineacién de las secuencias y la introduccién de espacios, si es necesario, para conseguir el
maximo porcentaje de identidad en la secuencia. La alineacion con el objetivo de determinar el porcentaje de identidad
en la secuencia de 4cidos nucleicos se puede conseguir de varias maneras que estan dentro de la técnica, por ejemplo,
utilizando software informadtico disponible piblicamente, tal como software BLAST, BLAST-2, ALIGN, ALIGN-2
o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la materia pueden determinar los pardmetros apropiado para medir la ali-
neacion, incluyendo cualquier algoritmo necesario para conseguir la maxima alineacién sobre la longitud completa
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de las secuencias en comparacion. Para los objetivos de la presente invencién, sin embargo, los valores en % de la
identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos se obtienen tal como se describe a continuacidn utilizando el programa
informatico de comparacién de secuencias ALIGN-2, en el que el c6digo fuente completo para el programa ALIGN-
2 se proporciona en la Tabla 1. El programa informdtico de comparacién de secuencias ALIGN-2 era propiedad de
Genentech, Inc. y el cédigo fuente mostrado en la Tabla 1 se ha presentado con la documentacién del usuario en la U.S.
Copyright Office, Washington D.C. 20559, donde estd registrado bajo el U.S. Copyright Registration No. TXU510087.
El programa ALIGN-2 est4 disponible publicamente mediante Genentech Inc., South San Francisco, California o se
puede compilar a partir del cédigo fuente proporcionado en la Tabla 1. El programa ALIGN-2 deberia compilarse
para su utilizacién en un sistema operativo UNIX, preferiblemente UNIX V4.0D digital. Todos los parametros de
comparacion de las secuencias son fijados en el programa ALIGN-2 y no varfan.

Para los objetivos de la presente invencion, el % de identidad en la secuencia de acidos nucleicos de una secuencia
de 4cidos nucleicos determinada C a, con, o contra una secuencia de dcidos nucleicos determinada D (que se puede
escribir alternativamente como una secuencia de 4cidos nucleicos determinada C que tiene o comprende un cierto %
de identidad en la secuencia de 4dcidos nucleicos a, con, o contra una secuencia de dcidos nucleicos determinada D) se
calcula tal y como se indica a continuacién:

100 veces la fraccion W/Z

donde W es el niimero de nucledtidos identificados como emparejamientos idénticos por el programa de alineacién de
secuencias ALIGN-2 en dicha alineacién del programa de C y D, y donde Z es el nimero total de nucleétidos en D.
Se comprenderd que cuando la longitud de la secuencia de dcidos nucleicos C no es igual a la longitud de la secuencia
de 4cidos nucleicos D, el % de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos de C a D no serd igual al % de identidad
en la secuencia de dcidos nucleicos de D a C. Como ejemplos de los cdlculos del % de identidad en la secuencia de
acidos nucleicos utilizando este procedimiento, las Tablas 2C y 2D demuestran como calcular el % de identidad en la
secuencia de dcidos nucleicos de la secuencia de dcidos nucleicos denominada “ADN de comparacién” a la secuencia
de 4cidos nucleicos denominada “PRO-DNA”.

A menos que se afirme especificamente lo contrario, todos los valores en % de identidad en la secuencia de dcidos
nucleicos utilizados en la presente invencién se obtienen tal y como se describe anteriormente utilizando el programa
informético de comparacidon de secuencias ALIGN-2. Sin embargo, el % de identidad en la secuencia de 4cidos
nucleicos también se puede determinar utilizando el programa de comparacién de secuencias NCI-BLAST-2 (Altschul
et al., Nucleic Acids Res., 25: 3389-3402 (1997)). El programa de comparacion de secuencias NCI-BLAST?2 se puede
descargar de http://www.ncbi.nlm.nih.gov. NCI-BLAST? utiliza diversos pardmetros de busqueda, donde todos estos
pardmetros de busqueda se fijan a los valores por defecto, incluyendo, por ejemplo, “unmask (desenmascarado) =
yes (si)”, “strand (hebra) = all (todas)”, “expected occurrences (sucesos esperados) = 107, “minimum low complexity
length (longitud minima de complejidad baja) = 15/5”, “multi-pass e-value (e-valor de multipaso) = 0,017, “constant
for multi-pass (constante de multi-paso) = 25”, “dropoff for final gapped alignment (disminucién para alineacién con
espacios final) = 25” y “scoring matrix (matriz de puntuaciéon) = BLOSUM 62”.

En las situaciones en las que se utiliza NCBI-BLAST2 para comparaciones de secuencias, el % de identidad en
la secuencia de acidos nucleicos de una secuencia de acidos nucleicos determinada C a, con, o contra una secuencia
de 4cidos nucleicos determinada D (que se puede escribir alternativamente como una secuencia de dcidos nucleicos
determinada C que tiene o comprende un cierto % de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos a, con, o contra
una secuencia de aminoécidos determinada D) se calcula tal y como se indica a continuacion:

100 veces la fraccion W/Z

donde W es el nimero de nucledtidos identificados como emparejamientos idénticos por el programa de alineacién de
secuencias NCBI-BLAST?2 en dicha alineacién del programa de C y D, y donde Z es el niimero total de nucleétidos
en D. Se comprenderd que cuando la longitud de la secuencia de 4cidos nucleicos C no es igual a la longitud de la
secuencia de dcidos nucleicos D, el % de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos de C a D no serd igual al % de
identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos de D a C.

Ademis, el % de identidad en la secuencia de 4cidos nucleicos también se pueden generar utilizando el programa
informatico WU-BLAST-2 (Altschul et al., Methods in Enzymology, 266:460-480 (1996)). La mayoria de los para-
metros de bisqueda de WU-BLAST-2 se fijan en los valores por defecto. Los valores no fijados a valores por defecto,
es decir, los pardmetros ajustables, se fijan segtin los siguientes valores: espacio de solapamiento (“overlap span”) = 1,
fraccién de solapamiento (“overlap fraction”) = 0,125, umbral de palabra (“word threshold”) T = 11, y matriz de pun-
tuacién (“scoring matrix””) = BLOSUM 62. Para los objetivos de la presente invencion, el valor en % de identidad en
la secuencia de acidos nucleicos se determina dividiendo (a) el nimero de nucleétidos idénticos en el emparejamiento
entre la secuencia de dcidos nucleicos de la molécula de dcido nucleico que codifica el polipéptido PRO de interés que
tiene una secuencia derivada del dcido nucleico que codifica el polipéptido PRO de secuencia nativa y la molécula de
dcido nucleico de comparacidn de interés (es decir, la secuencia contra la que se compara la molécula de 4cido nu-
cleico que codifica el polipéptido PRO de interés que puede ser un polipéptido variante PRO) segtin se determina por
WU-BLAST-2 entre (b) el nimero total de nucleétidos de la molécula de 4cido nucleico que codifica el polipéptido
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PRO de interés. Por ejemplo, en la afirmacién “un molécula de dcido nucleico aislada que comprende una secuencia
de 4cidos nucleicos A que tiene por lo menos un 80% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos a la secuencia
de 4cidos nucleicos de B”, la secuencia de 4cidos nucleicos A es la molécula de 4cido nucleico de comparacién de
interés y la secuencia de 4cidos nucleicos B es la secuencia de dcidos nucleicos de la molécula de 4cido nucleico que
codifica el polipéptido PRO de interés.

En otras realizaciones, los polinucleétidos variantes PRO son moléculas de dcido nucleico que codifican un poli-
péptido PRO activo y que son capaces de hibridarse, preferiblemente bajo condiciones de hibridacion y lavado astrin-
gentes, a secuencias de nucleétidos que codifican un polipéptido PRO mostrado en las figuras que se acompafian. Los
polipéptidos variantes PRO pueden ser aquéllos codificados por un polinucleétido variante PRO.

El término “positivos”, en el contexto de comparaciones de identidad en las secuencias de aminodcidos realizado
tal y como se ha descrito anteriormente, incluye residuos en las secuencias comparadas que no son sélo idénticos,
sino que también tienen propiedades similares. Los residuos de aminoacidos que puntdan con un valor positivo a
un residuo de aminodcido de interés son aquellos que son idénticos al residuo de aminodcido de interés o son una
sustitucion preferida (tal como se define en la siguiente Tabla 3) del residuo de aminoécido de interés.

Para los objetivos de la presente invencidn, el valor en % de positivos de una secuencia de aminodcidos determinada
A a, con, o contra una secuencia de aminodcidos determinada B (que se puede escribir alternativamente como una
secuencia de aminodcidos determinada A que tiene o comprende un cierto % de positivos a, con, o contra una secuencia
de aminoécidos determinada B) se calcula tal y como se indica a continuacion:

100 veces la fraccién X/Y

donde X es el nimero de residuos de aminodcidos que identifican un valor positivo tal y como se ha definido ante-
riormente por el programa de alineacién de secuencias ALIGN-2 en dicha alineacion del programa de A y B, y donde
Y es el niimero total de residuos de aminoacidos en B. Se comprenderd que cuando la longitud de la secuencia de
aminodcidos A no es igual a la longitud de la secuencia de aminoacidos B, el % de positivos de A a B no serd igual al
% de positivos de B a A.

El término “aislado”, cuando se utiliza para describir los diversos polipéptidos descritos en la presente invencion,
significa polipéptidos que se han identificado y separado y/o recuperado de un componente de su medio natural.
Preferiblemente, el polipéptido aislado estd libre de la asociacidn con todos los componentes con los que se asocia de
forma natural. Los componentes contaminantes de su medio natural son materiales que habitualmente interferirian con
usos diagndsticos o terapéuticos para el polipéptido, y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteindceos o
no proteindceos. En realizaciones preferidas, se purificara el polipéptido (1) hasta un grado suficiente para obtener por
lo menos 15 residuos de una secuencia de aminodcidos N-terminal o interna mediante la utilizacién de un secuenciador
de copa giratoria, o (2) hasta una homogeneidad por SDS-PAGE en condiciones no reductoras o reductoras utilizando
azul de Coomassie o, preferiblemente, tincién con plata. El polipéptido aislado incluye el polipéptido in situ en el
interior de células recombinantes, ya que por lo menos un componente del medio natural del polipéptido PRO no
estard presente. Normalmente, sin embargo, el polipéptido aislado se preparard mediante por lo menos una etapa de
purificacion.

Una molécula de acido nucleico “aislada” que codifica un polipéptido PRO o un 4cido nucleico “aislado” que
codifica un anticuerpo anti-PRO es una molécula de 4cido nucleico que se identifica y se separa de por lo menos una
molécula de 4cido nucleico contaminante con la que estd asociada normalmente en el medio natural del dcido nucleico
que codifica el polipéptido PRO o el acido nucleico que codifica el anti-PRO. Preferiblemente, el 4cido nucleico
aislado estd libre de la asociacién con todos los componentes con los que se asocia de forma natural. Una molécula
de 4acido nucleico aislada que codifica el PRO o una molécula de 4cido nucleico que codifica el anti-PRO estidn en una
forma o composicion diferente de la que se encuentra en la naturaleza. Por lo tanto, las moléculas de 4cido nucleico
aisladas se diferencian de la molécula de dcido nucleico que codifica el PRO o la molécula de dcido nucleico que
codifica el anti-PRO tal y como existen en células naturales. Sin embargo, una molécula de dcido nucleico aislada que
codifica un polipéptido PRO o una molécula de dcido nucleico que codifica un anticuerpo anti-PRO incluye moléculas
de 4cido nucleico que codifican el PRO o moléculas de dcido nucleico que codifica el anti-PRO contenidas en células
que normalmente expresan los polipéptidos PRO o expresan anticuerpos anti-PRO, cuando, por ejemplo, la molécula
de 4cido nucleico estd en una localizacién cromosémica diferente de la de las células naturales.

El término “secuencias de control” se refiere a secuencias de ADN necesarias para la expresion de una secuencia
codificante unida operativamente en un organismo huésped particular. Las secuencias de control que son adecuadas
para procariotas incluyen, por ejemplo, un promotor, opcionalmente una secuencia operadora, y un sitio de unién a
ribosoma. Se sabe que las células eucariotas utilizan promotores, sefiales de poliadenilacion y potenciadores.

Un 4cido nucleico estd “unido operativamente” cuando estd situado en una relacion funcional con otra secuencia de
acidos nucleicos. Por ejemplo, el ADN para una presecuencia o secuencia lider secretora estd unido operativamente a
ADN para un polipéptido si se expresa como una preproteina que participa en la secrecion del polipéptido; un promotor
o potenciador estd unido operativamente a una secuencia codificante si afecta a la transcripcién de la secuencia; o
un sitio de unidén a ribosoma estd unido operativamente a una secuencia codificante si estd situado para facilitar la
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traduccion. Generalmente, “unido operativamente” significa que las secuencias de ADN que se unen estdn contiguas
y, en el caso de una secuencia lider secretora, contiguas y en fase de lectura. Sin embargo, los potenciadores no tienen
que estar contiguos. La unién se realiza mediante la unién en los sitios de restriccién convenientes. Si dichos sitios no
existen, se utilizan los adaptadores o enlazadores de oligonucle6tidos sintéticos segtin la practica convencional.

El término “anticuerpo” se utiliza en el sentido mds amplio y cubre especificamente, por ejemplo, anticuerpos
monoclonales anti-PRO individuales (incluyendo antagonista, y anticuerpos neutralizantes), composiciones de anti-
cuerpos anti-PRO con especificidad poliepitdpica, anticuerpos anti-PRO de cadena unica, y fragmentos de anticuerpos
anti-PRO (ver a continuacién). El término “anticuerpo monoclonal”, tal y como se utiliza en la presente invencion, se
refiere a un anticuerpo obtenido de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuer-
pos individuales que comprenden la poblacién son idénticos a excepcidon de posibles mutaciones naturales que pueden
estar presentes en pequeflas cantidades.

La “astringencia” de las reacciones de hibridacién se puede determinar facilmente por un experto habitual en la
materia, y generalmente es un cdlculo empirico dependiente de la longitud de la sonda, la temperatura de lavado, y
la concentracién de sal. En general, sondas mds largas requieren temperaturas mds elevadas para una hibridacién mas
correcta, mientras que sondas mds cortas necesitan temperaturas mds bajas. La hibridacién depende generalmente
de la capacidad del ADN desnaturalizado para rehibridarse cuando las cadenas complementarias estdn presentes en
un medio por debajo de su temperatura de fusién. Cuanto mayor es el grado de homologia deseada entre la sonda
y la secuencia de hibridacién, mayor es la temperatura relativa que se puede utilizar. Como resultado, se deduce
que temperaturas relativas superiores tenderian a hacer las condiciones de reaccidon mds astringentes, mientras que
temperaturas inferiores no tanto. Para detalles adicionales y explicaciones de la astringencia de las reacciones de
hibridacién, ver Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995).

“Condiciones astringentes” o “condiciones de astringencia elevada”, tal y como se definen en la presente invencion,
se pueden identificar por aquéllas que: (1) utilizan una fuerza idénica baja y una temperatura elevada para el lavado, por
ejemplo, cloruro sédico 0,015 M/citrato sédico 0,0015 M/dodecil sulfato sédico al 0,1% a 50°C; (2) utilizan durante
la hibridacién un agente desnaturalizante, tal como formamida, por ejemplo, formamida al 50% (v/v) con albimina de
suero bovino al 0,1%/Ficol al 0,1%/polivinilpirrolidona al 0,1%/tampén de fosfato sédico 50 mM a pH 6,5 con cloruro
sédico 750 mM, citrato sédico 75 mM a 42°C; o (3) utilizan formamida al 50%, 5 x SSC (NaCl 0,75 M, citrato sédico
0,075 M), fosfato sédico 50 mM (pH 6,8), pirofosfato sédico al 0,1%, 5 x solucién de Denhardt, ADN de esperma
de salmén sonicado (50 pg/ml), SDS al 0,1% y sulfato de dextrano al 10% a 42°C, con lavados a 42°C en 0,2 x SSC
(cloruro sédico/citrato sédico) y formamida al 50% a 55°C, seguido de un lavado de astringencia elevada que consiste
en 0,1 x SSC que contiene EDTA a 55°C.

Las “condiciones moderadamente astringentes” se pueden identificar tal y como se describen en Sambrook y otros,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Nueva York: Cold Spring Harbor Press, 1989, e incluye la utilizacion de
una solucién de lavado y condiciones de hibridacién (por ejemplo, temperatura, fuerza iénica y % de SDS) menos
astringentes que las descritas anteriormente. Un ejemplo de condiciones moderadamente astringentes es la incubacién
durante toda la noche a 37°C en una solucién que comprende: formamida al 20%, 5 x SSC (NaCl 150 mM, citrato
sédico 15 mM), fosfato sédico 50 mM (pH 7,6), 5 x solucién de Denhardt, sulfato de dextrano al 10%, y ADN de
esperma de salmé6n fragmentado desnaturalizado 20 mg/ml, seguido del lavado de los filtros en 1 x SSC a aproxima-
damente 35-50°C. El experto en la materia sabrd como ajustar la temperatura, la fuerza idnica, etc. necesarias para
acomodar factores, tales como la longitud de la sonda y similares.

El término “epitopo etiquetado”, cuando se utiliza en la presente invencidn, se refiere a un polipéptido quimérico
que comprende un polipéptido PRO fusionado a un “polipéptido etiqueta”. El polipéptido etiqueta tiene residuos
suficientes para proporcionar un epitopo contra el que se puede fabricar un anticuerpo, aunque es suficientemente
corto, de manera que no interfiere en la actividad del polipéptido al que se fusiona. El polipéptido etiqueta es también
preferiblemente bastante tnico, de manera que el anticuerpo sustancialmente no reacciona de forma cruzada con
otros epitopos. Los polipéptidos etiqueta adecuados tienen generalmente por lo menos seis residuos de aminoacidos y
habitualmente entre aproximadamente 8 y 50 residuos de aminodcidos (preferiblemente, entre aproximadamente 10 y
20 residuos de aminodcidos).

“Activo” o “actividad” para los objetivos de la presente invencion se refiere a una forma o formas de un polipéptido
PRO que retiene una actividad/propiedad bioldgica y/o inmunolégica de un polipéptido PRO nativo o natural, donde la
actividad “biolégica” se refiere a una funcién (inhibidora o estimuladora) provocada por un polipéptido PRO nativo o
natural que es diferente de la capacidad de inducir la produccién de un anticuerpo contra un epitopo antigénico que se
encuentra en un polipéptido PRO nativo o natural y una actividad “inmunolégica” se refiere a la capacidad de inducir
la produccién de un anticuerpo contra un epitopo antigénico que se encuentra en un polipéptido PRO nativo o natural.

“Actividad bioldgica” en el contexto de un anticuerpo u otra molécula antagonista que puede identificarse mediante
ensayos de cribado descritos aqui (por ejemplo, una molécula pequefia organica o inorgédnica, péptido, etc.) se utiliza
para referirse a la capacidad de dichas moléculas para unirse o formar complejos con los polipétidos codificados por
los genes amplificados identificados aqui, o en cualquier caso, que interfieren con la interaccién de los polipéptidos
codificados con otras proteinas celulares o, en cualquier caso, que interfieren con la transcripcién o traduccién de un
polipéptido PRO. Una actividad biol6gica preferida es la inhibicién del crecimiento de una célula tumoral diana. Otra
actividad biolégica preferida es la actividad citotdxica que da lugar a la muerte de las células tumorales diana.
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El término “actividad bioldgica” en el contexto de un polipéptido PRO significa la capacidad de un polipéptido
PRO para inducir el crecimiento de células neopldsicas o el crecimiento celular incontrolado.

El término “actividad inmunoldgica” significa la reactividad cruzada inmunolégica con por 1o menos un epitopo
de un polipéptido PRO

El término “reactividad inmunolégica cruzada”, tal como se utiliza aqui, significa que el polipéptido candidato es
capaz de inhibir competitivamente la actividad biolégica cualitativa de un polipéptido PRO que tiene esta actividad
con el antisuero policlonal generado contra el polipéptido PRO activo conocido. Dicho antisuero se prepara de manera
convencional mediante inyeccién a cabras o conejos, por ejemplo, subcutdneamente con el andlogo activo conocido
en adyuvante completo de Freund, seguido de una inyeccion de recuerdo intraperitoneal o subcutdnea en adyuvante
incompleto de Freund. La reactividad inmunolégica cruzada es preferiblemente “especifica”, lo que significa que la
afinidad de unién de la molécula identificada que reacciona inmunolégicamente de forma cruzada (por ejemplo, el
anticuerpo), con respecto al correspondiente polipéptido PRO es significativamente superior (preferiblemente de por
lo menos 2 veces, mds preferiblemente de por lo menos 4 veces, ain mas preferiblemente de por lo menos 8§ veces,
lo mas preferente de por lo menos 10 veces superior) que la afinidad de unién de dicha molécula con cualquier otro
polipéptido nativo conocido.

El término “antagonista” se utiliza en el sentido amplio, e incluye cualquier molécula que bloquea, inhibe o neutra-
liza parcial o completamente una actividad biolégica de un polipéptido nativo PRO descrito aqui, o su transcripcién o
traduccion. Moléculas antagonistas adecuadas incluyen especificamente los anticuerpos o los fragmentos de anticuer-
pos, fragmentos, péptidos, moléculas organicas pequeiias, dcidos nucleicos anti-sentido, etc., antagonistas. Se incluyen
procedimientos para identificar antagonistas de un polipéptido PRO con una molécula antagonista candidata y medir
un cambio detectable en una o mds actividades bioldgicas asociadas normalmente con el polipéptido PRO.

Una “molécula pequena” se define aqui con un peso molecular de aproximadamente 500 Daltons.

“Anticuerpos” (Abs) e “inmunoglobulinas” (Igs) son glicoproteinas que tienen las mismas caracteristicas estructu-
rales. Mientras que los anticuerpos presentan una especificidad de unién con un antigeno especifico, las inmunoglobu-
linas incluyen tanto anticuerpos como otras moléculas de tipo anticuerpo que carecen de la especificidad del antigeno.
Los polipéptidos del dltimo tipo son, por ejemplo, producidos a niveles bajos por el sistema linfatico y a niveles
aumentados por mielomas. El término “anticuerpo” se utiliza en el sentido mas amplio y abarca especificamente, sin
limitacién, anticuerpos monoclonales intactos, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo,
anticuerpos biespecificos) formados a partir de por lo menos dos anticuerpos intactos, y fragmentos de anticuerpos
siempre que presenten la actividad biolégica deseada.

“Anticuerpos nativos” e “inmunoglobulinas nativas” son glicoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente
150.000 daltons, compuestas de dos cadenas ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas. Cada cadena
ligera estd unida a una cadena pesada por enlace disulfuro covalente, mientras que el nimero de uniones disulfuro varia
entre las cadenas pesadas de isotipos distintos de inmunoglobulinas. Cada cadena ligera y pesada también tiene puentes
disulfuro intracatenarios espaciados regularmente. Cada cadena pesada tiene en un extremo un dominio variable (V)
seguido por un nimero de dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable en un extremo (Vi) y un
dominio constante en su otro extremo; el dominio constante de la cadena ligera estd alineado con el primer dominio
constante de la cadena pesada, y el dominio variable de cadena ligera estd alineado con el dominio variable de la
cadena pesada. Se cree que los residuos de aminodcidos particulares forman un punto de contacto entre los dominios
variables de cadena ligera y pesada.

El término “variable” se refiere al hecho de que ciertas partes de los dominios variables difieren extensamente
en la secuencia entre los anticuerpos y se utilizan en la unién y la especificidad de cada anticuerpo particular por su
antigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no estd distribuida uniformemente entre los dominios variables de
los anticuerpos. Estd concentrada en tres segmentos denominados regiones determinantes de la complementariedad
(CDRs) o regiones hipervariables tanto en los dominios variables de cadena ligera como de cadena pesada. Las partes
mas altamente conservadas de los dominios variables se denominan las regiones de armazén (“framework™) (FR).
Los dominios variables de las cadenas pesada y ligera nativas comprenden cada uno cuatro regiones FR, que adoptan
mayoritariamente una configuracién en lamina §, conectadas por las tres CDRs, que forman bucles de conexién y en
algunos casos forman parte de la estructura en ldmina 8. Las CDRs en cada cadena se mantienen juntas en estrecha
proximidad por medio de las regiones FR y, con las CDRs de la otra cadena, contribuyen a la formacién del sitio de
unidén al antigeno de los anticuerpos (véase Kabat et al., NIH Publ. No. 91-3242, vol. I, paginas 647-669 (1991)).
Los dominios constantes no estdn implicados directamente en la unién de un anticuerpo con el antigeno, pero pre-
sentan diversas funciones efectoras, tal como la participacion del anticuerpo en la toxicidad celular dependiente del
anticuerpo.

El término “regién hipervariable”, cuando se utiliza aqui, se refiere a los residuos de aminoécidos de un anticuerpo
que son responsables de la unién al antigeno. La region hipervariable comprende residuos de aminodcidos de una
“region determinante de la complementariedad” o “CDR” (es decir, los residuos 24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3)
en el dominio variable de cadena ligera y 31-35 (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3) en el dominio variable de cadena
pesada; Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5* ed., Public Health Service, National Institute
of Health, Bethesda, MD. [1991]) y/o los residuos de un “bucle hipervariable” (es decir, residuos 26-32 (L1), 50-52
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(L2) y 91-96 (L3) en el dominio variable de cadena ligera y 26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) en el dominio
variable de cadena pesada; Clothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 [1987]). Los residuos de “armazén” o “FR” son
aquellos residuos de dominio variable distintos a los residuos de la regién hipervariable tal como se define aqui.

Los “fragmentos de anticuerpo” comprenden una parte de un anticuerpo intacto, preferiblemente la regién de unién
el antigeno o regién variable del anticuerpo intacto. Ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen Fab, Fab’, F(ab’),
y los fragmentos Fv; los diacuerpos; los anticuerpos lineales (Zapata et al., Protein Eng., 8(10):1057-1062 [1995]);
moléculas de anticuerpo de cadena tinica; y anticuerpos multiespecificos formados por fragmentos de anticuerpos.

La digestién con papaina de los anticuerpos produce dos fragmentos de unién a antigeno idénticos, denominados
fragmentos “Fab”, cada uno con un sitio de unién a antigeno tnico, y un fragmento “Fc” residual, cuyo nombre refleja
su capacidad para cristalizar facilmente. El tratamiento con pepsina produce un fragmento (Fab’), que tiene dos sitios
de combinacién a antigeno y es capaz de unirse de forma cruzada con el antigeno.

“Fv” es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un sitio de reconocimiento y unién a antigeno completo.
Esta regién consiste en un dimero de un dominio variable de una cadena pesada y una cadena ligera en estrecha
asociacion no covalente. Es en esta configuracién que las tres CDRs de cada dominio variable interaccionan para
definir un sitio de unién a antigeno en la superficie del dimero Vy-V. Colectivamente, las seis CDRs confieren al
anticuerpo especificidad de unién a antigeno. Sin embargo, incluso un dominio variable tnico (o la mitad de un Fv
que comprende sélo tres CDRs especificas para el antigeno) tiene la capacidad para reconocer y unirse al antigeno,
aunque con una afinidad menor que el sitio de unién completo.

El fragmento Fab también contiene el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1)
de la cadena pesada. Los fragmentos Fab difieren de los fragmentos Fab’ por la adicién de unos pocos residuos en el
extremo carboxi terminal del dominio CH1 de cadena pesada incluyendo una o més cisteinas de la region bisagra del
anticuerpo. Fab’-SH es la denominacién aqui para Fab’ en la que el residuo o residuos de cisteina de los dominios
constantes contienen un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab’), se produjeron originalmente como
parejas de fragmentos Fab’ con una bisagra de cisteinas entre ambos. También son conocidas otras uniones quimicas
de fragmentos de anticuerpos.

Las “cadenas ligeras” de anticuerpos (inmunoglobulinas) de cualquier especie de vertebrados pueden asignarse a
uno de los dos tipos claramente distintos, denominados kappa (k) y lambda (1), segiin las secuencias de aminoacidos
de sus dominios constantes.

Las inmunogloblinas pueden agruparse en cinco clases diferentes dependiendo de la secuencia de aminodcidos del
dominio constante de sus cadenas pesadas. Las cinco clases principales de inmunoglobulinas son: IgA, IgD, IgE, IgG,
e IgM y algunas de ellas pueden a su vez dividirse en subclases (o isotipos), por ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA
e IgA2. Los dominios constantes de la cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas
se denominan respectivamente «, , €, y y u, respectivamente Las estructuras de las subunidades y las configuraciones
tridimensionales de las diferentes clases de inmunoglobulinas son bien conocidas.

El término “anticuerpo monoclonal”, tal como se utiliza aqui, se refiere a un anticuerpo obtenido de una poblacién
de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacién son
idénticos a excepcion de posibles mutaciones naturales que pueden estar presentes en pequefias cantidades. Los anti-
cuerpos monoclonales son altamente especificos, ya que estdn dirigidos contra un Unico sitio antigénico. Ademds, a
diferencia de las preparaciones de anticuerpos convencionales (policlonales), que incluyen habitualmente anticuerpos
diferentes dirigidos contra determinantes (epitopos) diferentes, cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un inico
determinante en el antigeno. Ademads de su especificidad, los anticuerpos monoclonales presentan la ventaja de que son
sintetizados por el cultivo de hibridomas, no contaminado por otras inmunoglobulinas. El calificativo “monoclonal”
indica el caracter del anticuerpo al obtenerse de una poblacion esencialmente homogénea de anticuerpos, y no debe
interpretarse que se requiere un procedimiento particular para su produccion. Por ejemplo, los anticuerpos monoclo-
nales que se usan de acuerdo con la presente invencién pueden obtenerse por el procedimiento del hibridoma descrito
pro primera vez por Kohler ez al., Nature, 256:495 [1975], o por procedimientos de ADN recombinante (véase, por
ejemplo, la patente de Estados Unidos No. 4.816.567). Los “anticuerpos monoclonales” también pueden aislarse, por
ejemplo, de bibliotecas de anticuerpos en fagos segtn las técnicas descritas en Clackson y et al., Nature, 352:624-628
[1991] y Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991).

Los anticuerpos monoclonales de la presente invencién incluyen especificamente anticuerpos (inmunoglobulinas)
“quiméricos” en los que una parte de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homdloga a las secuencias corres-
pondientes de anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase o subclase particular de
anticuerpo, mientras el resto de la cadena o cadenas es idéntica u homoéloga a las secuencias correspondientes de anti-
cuerpos derivados de otras especies o que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpos, asi como los fragmentos de
dichos anticuerpos, siempre que muestren la actividad biolégica deseada (Patente de Estados Unidos No. 4.816.567;
Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA: 6851-6855 [1984]).

Las formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son inmunoglobulinas quiméricas,
cadenas de inmunoglobulinas o fragmentos de éstas (tales como Fv, Fab, Fab’, F(ab’),) u otras subsecuencias de
unio6n al antigeno de los anticuerpos) que contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana.
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Para la mayoria, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpos receptores) en los que los
residuos de una CDR del receptor son sustituidos por los residuos de una CDR de una especie no humana (anticuerpo
donante), tal como de ratén, rata o conejo, con la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, los
residuos de FR de Fv de la inmunoglobulina humana se sustituyen por los correspondientes residuos no humanos.
Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no se encuentran ni en el anticuerpo receptor
ni en las secuencias de CDR o armazén importadas. Estas modificaciones se realizan para refinar adicionalmente la
accion del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprenderd sustancialmente todos de por lo menos
uno, y habitualmente dos, dominios variables, en que todas o sustancialmente todas las regiones CDR corresponden
a aquellas de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las regiones FR son aquellas de una
secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado también comprenderd opcionalmente por lo menos
una parte de una regién constante (Fc) de inmunoglobulina, habitualmente la de una inmunoglobulina humana. Para
mas detalles, véase Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986), Reichmann et al., Nature 332: 323-329 (1988); y Presta,
Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596 (1992). El anticuerpo humanizado incluye un anticuerpo PRIMATIZADO™ en
el que la regién de unién al antigeno deriva de un anticuerpo producido por inmunizacién de monos macacos con el
antigeno de interés.

Los fragmentos de anticuerpo “Fv de cadena tnica” o “sFv”’ comprenden los dominios Vy y Vi del anticuerpo, en
los que estos dominios se presentan en una tnica cadena de polipéptido. Preferiblemente, el polipéptido Fv comprende
ademads un polipéptido enlazador entre los dominios Vi y Vi que permite que el sFv forme la estructura deseada para
la unién a antigeno. Para una revisién de sFv véase Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol.
113, Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag, Nueva York, paginas 269-315 (1994).

El término “diacuerpos” se refiere a pequefios fragmentos de anticuerpos con dos sitios de unién a antigeno, cuyos
fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (Vy) conectado a un dominio variable de cadena ligera
(VL) en la misma cadena de polipéptido (Vy - V). Utilizando un enlazador que es demasiado corto para permitir
el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, los dominios son forzados a emparejarse con los
dominios complementarios de otra cadena y crean dos sitios de unién a antigeno. Los diacuerpos se describen mas
detalladamente en, por ejemplo, EP 404.097; WO 93/11161; y Hollinger et. al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-
6448 (1993).

Un anticuerpo “aislado” es aquel que se ha identificado y separado y/o recuperado a partir de un componente de
su medio natural. Los componentes contaminantes de su medio natural son materiales que interferirian con las utiliza-
ciones de diagndstico y terapéuticas del anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas, y otros solutos proteindceos
y no proteindceos. En realizaciones preferidas, el anticuerpo se purificard (1) hasta més de un 95% en peso de an-
ticuerpo segtn se determina por el método de Lowry, y mds preferiblemente méds de un 99% en peso, (2) hasta un
grado suficiente para obtener por lo menos 15 residuos de secuencia de aminodcidos N-terminal o interna mediante
la utilizacién de un secuenciador de copa giratoria, o (3) hasta la homogeneidad mediante SDS-PAGE en condiciones
reductoras o no reductoras utilizando azul de Coomassie o, preferiblemente, tincidn con plata. El anticuerpo aislado
incluye el anticuerpo in situ dentro de las células recombinantes ya que por lo menos un componente del medio natu-
ral del anticuerpo no estard presente. Normalmente, sin embargo, el anticuerpo aislado se preparard mediante por lo
menos una etapa de purificacion.

La palabra “marcador”, cuando se usa aqui, se refiere a un compuesto o composicién detectable que se conjuga
directa o indirectamente al anticuerpo para generar un anticuerpo “marcado”. El marcador puede ser detectable por
si mismo (por ejemplo, marcadores radioisotopicos o marcadores fluorescentes) o, en el caso de un marcador enzi-
matico, puede catalizar la alteracién quimica de un compuesto o composicién sustrato que son detectables. Entre los
radionucleidos que pueden servir como marcadores detectables se incluyen, por ejemplo, I-131, 1-123, I-125, Y-90,
Re-188, Re-186, At-211, Cu-67, Bi-212 y Pd-109. El marcador puede ser también una entidad no detectable, tal como
una toxina.

Por “fase sélida” se entiende una matriz no acuosa a la que se puede adherir el anticuerpo de la presente invencion.
Ejemplos de fases sélidas comprendidas en la presente invencion incluyen aquellas formadas parcial o completamente
de vidrio (por ejemplo, vidrio de poro controlado), de polisacaridos (por ejemplo, agarosa), de poliacrilamidas, de
poliestireno, de polivinil alcohol y de siliconas. En ciertas realizaciones, dependiendo del contexto, la fase sélida puede
comprender el pocillo de una placa de ensayo; en otras, es una columna de purificacién (por ejemplo, una columna de
cromatografia por afinidad). Este término también incluye una fase sélida discontinua de particulas discretas, tal como
las descritas en la patente de Estados Unidos no. 4.275.149.

Un “liposoma” es una vesicula pequefia compuesta de varios tipos de lipidos, fosfolipidos y/o tensoactivos que es
util para la liberacion de un farmaco (tal como un polipéptido PRO o anticuerpo para el mismo y, opcionalmente, un
agente quimioterapéutico) a un mamifero. Los componentes del liposoma se disponen habitualmente en una formacién
de bicapa, similar a la disposicién de los lipidos de las membranas bioldgicas.

Tal y como se utiliza en la presente invencion, el término “inmunoadhesina” designa moléculas de tipo anticuerpo
que combinan la especificidad de uniéon de una proteina heter6loga (una “adhesina”) con las funciones efectoras
de dominios constantes de inmunoglobulina. Estructuralmente, las inmunoadhesinas comprenden una fusién de una
secuencia de aminodcidos con la especificidad de unién deseada que es diferente del reconocimiento y sitio de unién
a antigeno de un anticuerpo (es decir, es “heter6logo”), y una secuencia de dominio constante de inmunoglobulina.
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La parte de adhesina de una molécula de inmunoadhesina habitualmente es una secuencia de aminoécidos contigua
que comprende por lo menos el sitio de unién de un receptor o un ligando. La secuencia del dominio constante de
inmunoglobulina en la inmunoadhesina se puede obtener a partir de cualquier inmunoglobulina, tal como los subtipos
IgG-1, IgG-2, IgG-3 o IgG-4, IgA (incluyendo IgA-1 e IgA-2), IgE, IgD o IgM.

Tal como se muestra mds adelante, la Tabla 1 proporciona el cddigo de fuente completo para el programa infor-
madtico de comparacion de secuencias ALIGN-2. Este cédigo de fuente puede ser recopilado de forma rutinaria para
utilizarse en un sistema operativo UNIX para proporcionar el programa informatico de comparacién de secuencias

ALIGN-2.

Ademds, las tablas 2A-2D muestran los ejemplos hipotéticos para utilizar el procedimiento descrito mas abajo
para la determinacién del % de identidad en la secuencia de aminodcidos (tablas 2A-2B) y el % de identidad en la
secuencia de dcidos nucleicos (Tablas 2C-2D) mediante la utilizacién del programa informético de comparacién de
secuencias ALIGN-2, donde “PRO” representa la secuencia de aminodcidos de un polipéptido hipotético PRO de
interés. “Protefna de comparacién” representa la secuencia de aminodcidos de un polipéptido contra la que se compara
el polipéptido “PRO” de interés. “PRO-DNA” representa una secuencia hipotética de dcido nucleico que codifica el
PRO de interés. “ADN de comparacién” representa la secuencia de nucleétidos de una molécula de dcido nucleico
contra la que se compara la molécula de 4cido nucleico “PRO-DNA” de interés. Las letras “X”, “Y” y “Z” representan
cada una diferentes residuos de aminodcidos hipotéticos y “N”, “L” y “V” representan cada uno diferentes nucleétidos

hipotéticos.

TABLA 1

/'

* C-C increased from 12 10 15

* Zis average of EQ

* Bis average of ND

* match with stop is _M; stop-stop = 0; J (joker) match = 0

A7
#define M -8 /* vaiue of a match with a stap */

int _day[26)(26] = {

r ABCDEFGH!JKLMNOPQRSTUVWXYZ‘I
PAY {2.0.-2,0,0.4, 1.-1,-1, 0.-1.-2,-1. 0._M, 1, 0,-2, 1, 1, 0, 0.-6, 0,-3, 0},
*B*  {0.3.-4,3,2.-50,1.-2,0.0.-3.-2. 2._M.-1, 1,0, 0,0, 0,-2,-5, 0,-3, 1},
*C*  (-2,-4,15.-5.-5,-4.- .-3.-2. 0.- 5‘-5. -5.-4._M.-3,-5.4,0,-2, 0,-2.-8, 0, 0,-5}.
/*D*  {0,3,-5,4,3,-6,1,1,2,0.0,-4.-3. 2,_M,-1, 2,1, 0, 0, 0,-2,-7, 0,4, 2},
/7E*  {0.2:53,4.,5,0, 1.-2,0.0.-3.-2. 1,_M.-1, 2,-1, 0, 0, 0.-2.-7, 0,4, 3},
/*F*  {4,.5.-4-6,-5,9.-5.-2, 1. 0.-5, 2, 0.4._M,-5,-5,4,-3.-3, 0,-1, 0, 0, 7,-5}.
*G* {103,105, 5.-2.-3,0.-2,4,-3. 0._M,-1,-1,:3, 1, 0, 0,-1,-, 0,-5. 0},
fPHY O {1,1,-3,1,1,-2,-2,6,2,0,0,-2,-2, 2. M, 0,3.2,-1,-1,0,-2,-3. 0, 0, 2},
1Y {-1-2,-2,-2,-2, 1,-3,-2, 5, 0.-2, 2, 2,-2._M,-2,-2,-2,-1, 0, 0, 4,-5, 0,-1,-2},
/v1% {0.0.0,0,0,0,0.0.0,0,0.0,0,0,_M.0,0,0,0,0,0,0, 0, 0,0, 0},
*K*  {1,0-50,0,5-2,0,:2.0,5-3,0 1._M,1, 1. 3,0,0,0,-2,-3, 0,4, 0},
ML {2,3,6.4,-3, 2,-4.-2, 2. 0,-3. 6, 4.-3,_M,-3,-1,-3,-3,-1, 0, 2,-2, 0,-,-2},
MY {-1,-2,-5,3,-2,0.-3.-2,2.0, 0. 4, 6.-2._M.-2,-1.0,-2,-1, 0, 2.4, 0,-2.-1}
I*N*  {0.2,-4.2,1,4.0,2,-2.0, 1,-3,-2.2,_M.-1, 1,0, 1,0,0,-2.4, 0,-2, 1},
*0%  { M. M. M, M, M M _M_M_M_M_M_M_M,MO0_M, M, M. M._M._ M._M, M. M, M}
P {1-1-3,1,-1,-5.-1,0,-2, 0.-1,-3,-2,-1,_M. 6,0, 0, 1, 0,0.°1,-6, o.~'.o;, )
Q%  {0,1,:-5,2.2,-5,-1,3,-2,0, 1,-2-1, 1,_M, 0, 4, } -1,-1, 0,:2,-5, 0,4, 3},
/*R* {-2,0,4.-1,-1.4.-3,2,:2.0.3,-3,0. 0._M, 0, |, 6, 0,1, 0,-2. 2. 0,4, 0},
8% {1.0,0,0,0,-3,1,-1.-1,0, 0.-3.-2, 1._M, 1,-1,0, 2, 1, 0,-1.-2, 0.-3, 0},
T {1,0,-2,0,0,:-3,0,-1,0,0.0,-1,-1, 0,_M,0,-1,-1. 1, 3, 0, 0.-5, 0.-3, 0},
/#U* {0,0.0,00000000000_M,00000,00,0 0.0, 0}
Ve {0,2,-2,:2,2,-1,-1,-2,4. 0,2, 2, 2.-2._M.-1,-2,-2,-1, 0, 0, 4.6, 0,-2,-2)
W {-6,-5.8,7,-7, 0,-7,-3,-5, 0,-3.-2,4.-4._M.-6,-5, 2.-2.-5. 0,-6,17, 0, 0,-6}.
*X* {0,0,0,0.0,00,0.0000.00,M,0,00,0,0.0.0,0, 0, 0,0},
Y {3,3,0.4.4,7,50,:1.04,-1,-2,-2._M,-5,4,4,-3,-3,0,-2, 0, 0,10,4},
/)v Z*  {0,1.-5.2.3,-5,0.2.2.0.0.-2,-1. 1._M. 0, 3,0, 0, 0, 0,-2,-6, 0,4, 4}
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TABLA 1 (continuacion)

#include <sidio.h>
Hinclude <ctype.h>

#define MAXIJMP 16 /* max jumps in a diag */

#define MAXGAP 24 1* don't continue 10 penalize gaps larger than this */
4define  IMPS 1024 /* max jmps in an path */

#define MX 4 /* save if (here's at least MX-1 bases since last ymp */
Adefine DMAT 3 /* value of matching bases */

#define DMIS 0 /* penalty for mismaiched bases */

#define DINSO 8 /* penalty for a gap */

#define DINSI 1 /* penalty per base */

Hdefine PINSO 8 /* penalty for a gap */

#define PINSI 4 /* penalty per residue */

struct jmp
short

n[MAXJMP];

unsigned short  x[ MAXJMP):

/* size of jmp (neg for dely) */
/* base no. of jmp in seq x */

) /* limits seq 10 2°16 -1 ¢/
struct diag {
int score; /* score at last jmp */
long offset; 1% offses of prev block */
short ijmp; /* current jmp index */
struct jmp jp; 1* list of jmps */
b
struct path {
int spc; /* number of leading spaces */
short  n[JMPS];/* size of jmp (gap) */
int x[JMPS]: /* loc of jmp (last elem before gap) */
B
char *ofile; /* output file name */
char *namex(2]): /* seq names: getseqs() */
char *prog; /* prog name for err msgs */
char *seqx{2]; 1* seqs: getseqs() */
int dmax; /* besi diag: nw() */
int dmax0; /* final diag */
int dna; 1* set if dna: mainQ) */
int endgaps; /* set if penalizing end gaps */
int gapx, gapy.: /* 1012l gaps in seqs *
‘int lenQ, lenl; /* seq lens */ :
int ngapx, ngapy; /* total size of gaps */
int smax; /* max score: nw() */
int *xbm; /* bitmap for matching */
fong offser; /* currem offset in jmp file */
struct  diag *dx; /* holds diagonals */
struct  path ppl2): 1* holds path for seqs */
char *calloc(), *malloc(), *index(), *strepy():
char *getseq(). *g_calloc();
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TABLA 1 (continuacion)

/* Needleman-Wunsch alignment program

L]

* usage: progs filel file2

* where filel and file2 are two dna or two proiein sequences.

The sequences can be in upper- or lower-case an may comain ambiguity
Any lines beginning with *;*, ' > or * <* are ignored

Max file length is 65535 (limited by unsigned shon x in the jmp struct)

A sequence with 1/3 or more of its elemenmts ACGTU is assumed 10 be DNA
Output is in the file "align.om*

- 8 s s &

*

* The program may creaie a imp file in /imp to hold info about raceback.
* Original version developed under BSD 4.3 on a vax 8650

*/
Ainclude "nw.h*
#include "day.h”

statfc _dbval(26) = {
1.14,2,13.0.0.4.11,0,0.12.0.3,15.0.0.0,5.6.8,8.7,9,0.10.0
IS

static  _pbval[26] = {
1L2JA< <(D'- A (1< <('N'-"A%)), 4, 8, 16, 32, 64,
128, 256, OXFFFFFFF, 1< <10, 1< <11, 1< <12, 1< <3, 1< < )4,
1<<15.1<<16, 1< <17, 1< <18, 1< <19,1<<20, 1< <2]. 1< <22,
1€<23. 1< <24, 1< <25|(1 < <('E-"AN|(1 < <('Q"-"A"))

k
main(ac..av)
int ac;
char *av(];
{
prog = av[0];
if(ac!={
fprintf(siderr,"usage: %s filel file2\n", prog);
fprintf(siderr,” where filel and file2 are (wo dna or (wo protein sequences.\n");
fprintf(stderr, " The sequences can be in upper- or jower-case\n”);
fprintf(siders, " Any lines beginning with *;* or * < * are ignored\n”);
fprimf(siderr, "Output is in the file V"align.out\"\n");
exit(l);
}
namex[0]) = av(i});
namex{1} = av{2};
seqx{0) = getseq(namex[0}, &lenDd);
segx[l) = getseg(namex(1], &lenl);
xbm = (dna)? dbval : pbval;
endgaps = Q: /* ! to penalize endgaps %/
ofile = “align.ou™; /* output file */
nw(); /* fill in the matrix, get the possible jmps */
readjmps(); /* get the actual jmps */
prim(); /* primt stats. alignment */
cleanup(0); /* unlink any tmp files */
}
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TABLA 1 (continuacién)

/* do the alignmem, return best score: main()

* dna: values in Fiich and Smish. PNAS, 80, 1382-1386, 1983
* pro: PAM 250 values
* When scores are equal. we prefer mismatches (o any gap, prefer
* a new gap (0 extending an ongoing gap. and prefer a gap in seqx
*toagapinseqy.

*/

nw()

{
char
int
int
int
int
int
register
register
register
register

dx = (struct diag *)g_calloc(™t0 get diags™. lenO+len] +1, sizeof(struct diag));

‘px. *py:
*ndely, *dely
ndelx, delx;
*tmp;

mis;

ins0, insl;
id;

ij;

*c0iQ, *coll;
XX, Yy.

1* seqs and pirs */

1* keep wrack of dely */

/* keep track of delx ¢/

/* for swapping row0, rawl */
/* score for each type */

/* insertion penalties */

/* diagonal index */

/* jmp index */

/° score for curr, last row */
/* index into seqs */

ndely = (int *)g_calioc("to get ndely”, lenl +1, sizeof(int));
dely = (int *)g_calloc("to get dely”, lenl + |, sizeof(int));
col0 = (int *)g_calloc("to get col0”, lenl + 1, sizeof(int));
coll = (int *)g_calloc("to get coll”, len] + 1, sizeof(int));
insO = (dna)? DINSO : PINSO;
insl = (dna)? DINS) : PINSI;

smax = -}0000;

if (endgaps) {

else

for (colG[0} = dely(0] = -insO, yy = ); yy <= lenl; yy++) {

col0[0) = O;

¢ol0lyy) = delylyy} = colO[yy-1) - insl;
ndelylyy] = yy:

/* Waterman Bull Math Biol 84 */

for (yy = }.yy <= lenl; yy++)
dely[yy] = -insQ;

1* fill in maich matrix

*!

for (px = seqx|0), xx = I; xx < = len0; px+ +, xx+ +) {
I* initialize first entry in col

*!

if (endgaps) {

fxx==1)

coll{0) = delx = -(insO+insl);

else

col1[0] = delx = col0[0) - ins);

ndelx = xx;

collf0] = O:
delx = -insQ;
ndelx = 0;

22
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TABLA 1 (continuacién)

for (py = seqx{l). yy = L:yy < =lenlipy++, yy++) {

mis = colOlyy-1):
if (dna)

mis + = (xbm{*px-'A’]&xbm({*py-'A‘])? DMAT : DMIS:

else

mis += _day[*px-"A’]|*py-'A’);

/* updaite penalty for del in x seq;
* favor new del over ongong del

* ignore MAXGAP if weighting endgaps

*/

if (endgaps | | ndely{yy] < MAXGAP) {

if (col0[yy] - insO > = dety(yy]) {
delylyy) = colOlyy] - (insO+ins1);

ndelylyy) = I;

} else {
delylyy] -= insi;
ndely(yy] + +:

} else {

if (col0[yy) - (insO+ins1) > = delv[yy]) {
dely(yy] = colOlyy) - (insO+insi);

ndelylyy] = 1;
} else
ndely(yy} + +:
}

/* update penalty for del in y seq:

* favor new del aver ongong del

*

if (endgaps | | ndelx < MAXGAP) {

if (coll{yy-1] - ins0 > = delx) {

deix = colllyy-1) - (insO+insl);

ndelx = |;

} else {
delx -= insl;
ndelx + +;

} else

if (coll{yy-1] - (insO+insl) > = deix) {
delx = coli[yy-1] - (insO+insl);

ndelx = I:
} else
ndelx+ +;

}

/* pick the maximum score: we're favoring

* mis over any del and delx over dely
*/

23
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o W
iy = xx-yy + len} - |;
il (mis > = delx && mis > = dely[yy])
coll[yy] = mis;
else if (delx > = dely[yy}]) {
colllyy] = delx;
i) = dx(id].ijmp;
if (dx[id).jp.nf0] && (!dna || (ndelx > = MAXIMP
&& xx > dxlid].ip.x(ij] +MX) || mis > dx{id].score+ DINSO)) {
dx(id).ijmp+ +:
if (++i) > = MAXIMP) {
writejmps(id);
ij = dx{id).ijmp = 0;
dx[id).offser = offset;
offset + = sizeof(struct jmp) + sizeof(offset);

}

}

dx{id}.jp.n{ij) = ndelx:
dx{id}.jp.x[ij] = xx;
dx{id}.score = delx;

}
else {
coll{yy) = delylyyl:
ij = dx({id).iymp;
if (dxlid}.jp.n{0} && (!dna || (ndely[yy} > = MAXJMP
&& xx > dx{id).jp.x(ij} + MX) || mis > dx[id].score + DINS0)) {
dx(id).ijmp++;
if (++ij > = MAXIMP)
writejmps(id);
ij = dx(id}.ijmp = 0:
dx[id).offser = offset;
offset + = sizeof(struct jmp) + sizeof(offset);
}
}
dx{id).jp.nlijl = -ndelylyy};
dx{id}.jp.x[ij] = xx;
dxlid).score = delylyy];

}
if ixx == len0 && yy < lenl) {
/* last col
./
if (endgaps)
coll[yy) -= insO +insl*(lenl-yy);
if (coll{yy) > smax) {
smax = colllyy):
dmax = id;
}
}

}
if {(endgaps && xx < len0)
coll{yy-1} -= insO+ins| *(len0-xx);
if (cotl(yy-1] > smax) {
smax = coll{yy-1};
dmax = id;
}

tmp = col0: col0 = coll: coll = ump;

}

(vaid) free{(char *Indcly);

(vold) free{(char *)delv);

(void) free{(char *)c0l0);

(void) free((char *)coll): )

24
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* prin() -~ only routine visible ouwside this module
L]

* static:

* getmat() -- trace back best path. count maiches: prini()

* pr_align() -- print alignment of described in array p(): prini()

* dumpblock() -- dump a block of lines with numbers. stars: pr_align()
* nums() -- put out a number line: dumpblock(}

* puttine() -- put out a line (name, [num), seq. [num]): dumpblock()

® stars() - -put a line of stars: dumpblock()

* stripname() -- strip any path and prefix from a seqname

*!

#include "nw.h"

#define SPC 3
#define P_LINE 256 /* maximum output line */

Adefine P SPC 3 /* space hetween name or num and seq */
extern _day([26][26);
int olen; /% set output line length */
FILE  *ix: 1* output file */
print()
{
ing ix, ly, firsigap, lastgap; /* overlap */

if ((fx = fopen(ofile, "w")) == 0) {
fprintf(stdecr,” &s: can't write %s\n”, prog, ofile);
cleanup(l);

}
fprimf(fx. " < first sequence: %s (length = %d)\n", namex[0], len0);
forintf(fx, " < second sequence: %s (length = %d)\n~, namex(1]. lenl);

olen = 60;

Ix = len0:

ly = lenl;

firsigap = lastgap = 0:

if (dmax < len? - 1) { I* leading pap in x */

pp[0).spc = firsigap = lenl - dmax - I,
ly -= ppl0).spc:

}

else if (dmax > Jent - 1) { /* leading gap iny */
ppll).spc = firsigap = dmax - (leni - 1);
ix -= ppll].spe;

if (dmax0 < len0 - 1) { #* trailing gap in x */
lasigap = lenQ - dmax0 -1;
Ix -= lasigap:

}

else if (dmax0 > len0 - 1) { /* railing papiny */
lastgap = dmax0 - (lenQ - 1);
ty -= lasigap;

}
getmat(lx, ly, firsigap, lasigap);
pr_align();

25
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l.
® trace back the best path, count maiches
¢/
static
getmatilx, ly, firsigap, lasigap)
int Ix, ly; /* "core™ (minus endgaps) */
int firsigap, lasigap; /* leading trailing overlap */
{
int ' nm. i0, il. siz0. sizl;
char outx[32};
double pct;
register n0. nl;

register char *p0, *pl;

/* get wotal marches, score

*/

0 =il =siz0 = sizl =0;
pO = seqx|{0} + pp[!1].spc:
pl = seqx{1] + pp(0].spc;
n0 = pp{1).spc + |

n) = pp(0}.spc + 1:

nm = 0;
while ( *p0 && *pl ) {
if (siz0) {
pl++;
nl++;
siz0--;
}
else if (sizl) {
pO+ +;
o+ +;
sizl--
}
else {
if (xbm{*p0-"A')&xbm[*pl-*A"])
nm+ +;
if (n0+ + == pp[0].x(i0))
siz0 = pplO).n{i0+ +|;
if{nl++ == pp|l].xfil})
siz} = ppll].nlil ++1:
PO+ +;
pl++:
}
}
{* pct homology:

* if penalizing endgaps. hase is the shoner seq
* clse, knock off overhangs and take shorter core

*/
if (endgaps)

Ix = (len0 < lenl)? len0 : leni;
else

Ix = (Ix < 1y)?ix: ly:

pet = 100.*(double)un/(double)ix;

fprimtftix, "\n");

fprimif(fx. ~ < %d maich®s in an overlap of %d: %.2f percent similarity\n™,
nm, (nm == 1)? "7 : “es”, ix, pci}:

26
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}
if (dna)
fprimflfx,
“\n< score: %d (mawch = %d, mismarch = %d. gap penalty = %d + %d per base)\n",
smax, DMAT. DMIS. DINSO, DINSI);
else
fprintf(fx,
"\n<score: %d (Dayhoff PAM 250 marrix. gap penalty = ¥d + %d per residue)n”,
smax, PINSO. PINS1):
if (endgaps)
t'primf(fx
" < endgaps penalized. lcﬁ endgap: ®d %s%s. right endgap: %d %sRs\n”,
firstgap, (dna)? "base “residue”, (firsigap == 1)? " : 5"
lastgap, (dna)? “base” mndue (lastgap == 1)? " : *g ).
else
fprintf(fx, ° < endgaps no1 penalized\n®);
}
static nm; /* matches in core - for checking ¢/
static Imax; 1* lengths of stripped file names */
static ijl2); /* jmp index for a path */
static ncf2}; /* number a1 stan of current line */
static ni(2); /* current clem number -- for gapping */
static siz{2};
static char *ps(2); 17 ptr 10 current clement */
static char *pof2); /* ptr to next output char slot */
static char outi2][P_LINE); /* output line %/

ES 2332916 T3

TABLA 1 (c

fprimf(fx. * < gaps in first sequence: %d", gapx):
if (gapx) {

(void) sprintttouix, " (%d %s%s)",

ngapx, (dna)? "base": "residue”

forimtf(fx,” K s°, outx);

ontinuacion)

fprimif(fx, °, gaps in second sequence: %d", gapy);
if (gapy) {

static char

IAd

(void) sprintfioutx, " (Rd %s%Bs)",

ngapy. (dna)? “base”:“residue*

fprimf{fx," %s", outx);

star[P_LINE]; 1* set by stars() */

* print alignment of described in struct path pp(}

¢
static

pr_align()
{

int
int
register

for (i =

nn: /* char count */
more;
i

0.lmax =0:i < 2:i++){
an = stripnametnamex(i]);
if (nn > Imax)

Imax = an:

ncfif =

aili} = 1

siz[i} = ijfi] = 0
psfi] = seqx[i]:
poli] = owfi): }

. (ngapy == 1)? "*:"s");

27

, (NEapx == 1)? "":"s7);

...getmat
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TABLA 1 (continuacién)

for (nn = nm = 0, more = 1; more: ) {
for (i = more = 0;i < 2;i++){

1*

* do we have more of this sequence?

*

if (1*psli))

continue:

more+ +;

if (ppli}.spe) { /* leading space */

‘pofil++ = '
pli.spe-;

elseif (sizfi){ /*inagap*/

}
else {

}

*polij++ = "%
sizfi]—;

/* we're putting a seq element
*/
*pofi] = *psl[i];
if (islower(*ps(i]))
*psfi] = toupper(*psii));
pofil+ +:
psfi}+ +:

I.
* are we at next gap for this seq?
.
if (nifi} == ppli).x[ifi}]) {
/.

* we need to merge all gaps
* at this location
*!
siz[i] = pplil.afij{i) + +}:
while (ni[i] == pp(i}.x[ij{i}})
siz[i] += pp{il.alij[i] ++]:

nifi)+ +:

If (+ +nn = = olen || !'more && nn) {
dumpblock();
for(i = 0:i < 2:i++)

poli] = ouil;

* dump a block of lines, including numbers, stars: pr_align()

nn =0
}
}

}
Il

*
static
dumpblock()
{

register i;

for(i=0;i<2:i++)
*polij-- = "0";

28
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...dumpblock
(void) putc(\n', 1x);
for(i=0:i<2;i++){
il (*out(i} && (*outfij f="" || *(polil) '="'N{
if(i==0)
numsii):
if(i == 0 && *omil))
stars():
putlinedil:
if (i == 0 && *our(1})
fprinififx. star);
if(i == 1)
nums(i);
)
}
}
/O
* put out a number {ine: dumpblock()
*
static
nums(ix) nums
int ix; 7* index in out{] holding seq line */
{
char nline{P_LINE);
register i ji
register char *pn, *px, *py;
for (pn = nline, i = 0:i < Imax+P_SPC; i+ +, pn++)
'Pﬂ =" '
for (i = nc[ix}, py = out[ix): *py; py++, pn++) {
if(*py ==""|| *py == ")
*on="":
else {
IF(%10 == 0 || (i == 1 && nc(ix] != 1)) {
j=<0)?-i:i;
for (px = pm; j: j /= 10, px--)
*nx = j%I0 + '0":
if(i < 0)
px ="
}
else
*pn =
P+ +;
}
}
*pn = \0';
ncfix) = i;
for (pn = nline; *pn: pn++)
(void) putc(*pn. fx);
(void) puic("\n’, fx):
H
I'
* put out a line (name. |num). seq. |num]): dumpblock()
.
static
putline(ix) putline

int ix; {

29
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int i
register char px.

for (px = mamex(ix], i = O: *px && *px!=
{void) putc(*px, fx);

for (; i < imax+P_SPC: i+ +)
(void) purc(’ °, fx);

{* these count from 1:
* nif] is currem element (from 1)
* nc(] is number at stare of current line
¢
for (px = out[ix}; *px: px+ +)
(void) putc(*px&0x7F, fx);
(void) putc('\n’, fx);

...putline

SipkF+L i+ H)

* put 3 line of stars (seqs always in out{0], out|!}]): dumpblock()

o
static
siars()
{

I‘
.
*/
static

int i
register char *p0, *pl, cx, *px;

stars

if (t*ou(0] |} (*owf0] == "' && *(pol0)) =="") ||

t*out[1] | | (out[l} == "
return:
px = sar;
for (i = Imax+P_SPC: i; i--)

x4+ ="

&& *(po[i]) =="")

for (p0 = out[0}, pl = out{1): *p0 && *pl: pO++, pl+ +) {

if (isatpha(*p0) && isalpha(*p1)) {

if (xbm)*p0-"A"1&sbm|*pl-"A'] {

cx =
nm+ +;

}
else if (!dna && _day|"p0-"A")[*p1-’A") > 0)

cx = '
else
ex ="
}
else
cx=""
px++ = Cx;
} .
*px++ = \n';
*px = "\0';

sirip path or prefix from pn. rewrn fen: pr_align()

stripname(pn)

{

char *pn;

register char *px. *py:
py = 0:
for (px = pn; *px; px+ +)
if(*px ==1"
py =px + 1;
if (py)
: (void) strcpy(pn. py):
return(strien(pn));

stripname

/* file name (may be path) */

30
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I‘

* cleanup() -- cleanup any imp file

= getseq() -~ read in seq. se1 dna. len. maxlen
* g_calloc() —- calloc() with error checkin

® readjmps() -- get the good jmps, from tmp file if necessary

* writejmps() -- write 3 filled array of jmps to a tmp file: nw()

*
#include “nw.h"
finclude <sys/file.h>

char *jname = “/tmp/homgXXXXXX";
FILE  =fj;

int cleanup();
long Iseek();

I.
* remove any tmp file if we blow
*
cleanup(i)
int i
if ()
(void) unlink(jname);
exit(i),
/‘

* read, return pir to seq, set dna, len, maxien
* skip lines stanting with ';°, "<, or ' >’
* seq in upper or lower case
‘I N
char .
getseq(file, len)
char *file: * file name */

int *ien; /* seq len */
{
char tine[1024], *pseq;
register char *px. *py:
Int natge, tlen:
FILE “fp:

if ((fp = fopen(file."r")) == 0) {

fprintf(stderr.” %s: can’t read %s\n”, prog, file):

exit(1);

tlen = naige = 0;
while (fgets(tine. 1024, fp)) {

if (*line == ";" || *line == "<' || *line == '>")

continue;
for (px = line; *px !'= "\n'; px+ +)

/* tmp tile for jmps */

/* cleanup tmp file */

if (isupper{*px) | | islower(*px))

ten+ +:

}
if ((pseq = malloc((unsigned){tlen+6))) == 0) {

fprintfistderr.” %s: malloc() failed to get %d bytes for ®s\n”, prog. tlen+6, file)

exit(1);

}
pseq(0] = pseq[l] = pseq{2) = pseq(3} = "\0':

31
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py = pseq + 4;
*len = tlem:
rewind(fp);

while (fgetstline. 1024, fp)) {
if(Cline == ;" || *line == "< || *line == "'>")

continue;
for (px = line: *px '= "\n': px++) {
if (isupper(*px))

*py+ + = *px;
else if (islower(®*px))

*py ++ = loupper(*px);
if (index(*"ATGCU".*(py-1)))

naige + +;
}
}
*py++ = "\0';
*py = "\0%
{void) fclose(fp);
dna = natge > (ilen/3);
return(pseq+4);
}
char .
8_calloc(msg, nx, sz)
char *msg; /* program, calling routine */
int nx, sz; /* number and size of elements */
{
char *px, *calloc();
if ((px = calioc((unsigned)nx, (unsigned)sz)) = = 0) {
if (*msg) {
fprintfistderr, * %s: g_calloc() failed %s (n= Rd. s2= %d)\n", prog, msg
exit(l);
}
returmn(px);
}
’-
* get final jmps from dx{] or tmp file, set pp{], reser dmax: main()
*/
teadjmps()
int fd = -};
int siz, 0. il;
register i, j. xx:
irH { .
{void) fclose(fj);
if ((fd = open(jname. O_RDONLY. 0)) < 0) {
fprimfisuderr, " %s: can’t open() ®s\n". prog, jname):
cleanup(});
}
for (i = i0 = i1 = 0, dmaxU = dmax, xx = lenQ; ; i+ +) {
white (1) {

for {j = dx[dmax).ijmp; j > = 0 && dx[dmax).jp.x[}] > = xx; j--)

32
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...readjmps

if § < 0 && dx{dmax].otfser && fj) {

(void) Iseek(fd, dx{dmax].offset, 0);

(void) read(fd. (char *)&dx{dmax).jp, sizeof(struct jmp));

(void) read(fd. (char *)&dx[dmax}.offsel. sizeof(dx|dmax].offset));

dx{dmax}.ijmp = MAXIMP-1;
}
else

break;

}

if(i >=JMPS){
fprintf(siderr. ™ 4 s: 100 many gaps in alignmeni\n”, prog);
cleanup(l);

}
ifg >=0){
siz = dx[dmax].jp.n(j):
xx = dx[dmax].jp.x[jl;
dmax + = siz:
if (siz < 0) { /7 gap in second seq */
ppil].nlil) = -siz;
XX + = siz;
*id = xx-vy + leni - ]
*
pp(t).x{il} = xx - dmax + lenl - I;
gapy++;
ngapy -= siz:
1* ignore MAXGAP when doing endgaps */
siz = (-siz < MAXGAP || endgaps)? -siz : MAXGAP;
il++:

}

else if (siz > 0) { /* gap in first seq */
ppl0}.n[i0]) = siz:
ppl0}.x[i0) = xx:
gapx++;
ngapx + = siz;

/* ignore MAXGAP when doing endgaps */

siz = (siz < MAXGAP || endgaps)? siz : MAXGAP;

0+ +;
}
}
else
break;
}
/* reverse the order of jmps
*f

for (j = 0,i0—; j < i0; j++,i0-) {
i = ppl0].nlj): pp(0).n(j) = pplC}.nliO}: pp(0].nfi0} = i:
i = ppi0).x[j); ppl0)-x[j} = pp(0].x}i0); ppi0).x{i0) = i:

for j =0.il--;j < ib;j++,il--){
i = pp(1).nj): ppill.nti) = ppll).nlil); pp{il.nlil} = i
i = pp{1).xG}: pp1}.x0) = ppit).xIiV) pplt).xlil} = i:

}
i (fd >=0)

(void) close(fd);
ir() {
(void) unlink(jnaine):
f)=0:
offset = 0:
} }

33
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ll

* write 2 filled jmp struct offset of the prev one (if any): nw()

*/

writejmps(ix} writejmps
int ix;

{
char *mkiemp();

i g (
if (mktemp(jname) < 0) {
fprimf(siderr, “ %s: can't mkiemp() %s\n", prog, jname);
cleanup(l);

if ((f; = fopen{jname, "w")) == 0) {
fprintf(stderr, " %s: can’y write %s\n”, prog, jname);
exit(1);

}
(void) fwrite((char *)&dx[ix].jp, sizeof(struct jmp), 1, (3);
{void) fwrite((char *)&dx|ix).offset. sizeof(dx{ix).offset), 1, fj);

TABLA 2A
PRO ):9:9.:9.:9:0.9.9.9.9:9.9.9.0,0.¢ (Longitud = 15
amincdacidos)
Proteina de XXXXXYYYYYYY (Longitud = 12
comparacioén aminoacidos)

% de identidad en la secuencia de aminoacidos =

(el numero de residuos de aminodcidos que se emparejan de
forma idéntica entre las dos secuencias de polipéptidos
segun se determina mediante ALIGN-2) dividido por (el
numero total de residuos de aminodcidos del polipéptido
PRO)} =

5 dividido por 15 = 33, 3%

TABLA 2B
PRO XXXXXXXXKXX (Longitud = 10
aminoacidos)
Proteina de XXXXXYYYYYYZZYZ (Longitud = 15
comparacidn aminocacidos)

% de identidad en la secuencia de aminocacidos =

(el numero de residuos de aminocdcidos que se emparejan de
forma idéntica entre las dos secuencias de polipéptidos
segun se determina mediante ALIGN-2) dividido por (el
numero total de residuos de aminoacidos del polipéptido
PRO) =

5 dividido por 10 = 50%
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TABLA 2C
PRO-DNA NNNNNNNNNNNNNN (Longitud = 14
nucledtidos)
ADN de NNNNNNLLLLLLLLLL (Longitud = 16
comparacioén nucledétidos)

% de identidad de secuencia de &cidos nucleicos =

(el numero de nucledétidos gque se emparejan de forma
idéntica entre las dos secuencias de acidos nucleicos
segun se determina mediante ALIGN-2) dividido por (el
numerc total de nucledétidos de la secuencia de acidos
nucleicos de PRO-DNA) =

6 dividido por 14 = 42,9%

TABLA S
PRO-DNA NNNNNNNNNNNN (Longitud = 12
nucledétidos)
ADN de NNNNLLLVV (Longitud = 9
comparacioén nucledtidos)

% de identidad de secuencia de acidos nucleicos =

(el numero de nucledétidos gque se emparejan de forma
idéntica entre las dos secuencias de &cidos nucleicos
segun se determina mediante ALIGN-2) dividido por (el
nimero total de nucledétidos de 1la secuencia de acidos
nucleicos de PRO-ADN)
4 dividido por 12 = 33,3%

II. Composiciones y procedimientos de la invencion
A. Polipéptidos PRO de longitud completa

La presente invencidén proporciona secuencias de nucledtidos recientemente identificadas y aisladas que codifi-
can polipéptidos a los que se hace referencia en la presente solicitud como polipéptidos PRO. En particular, se han
identificado y aislado los ADNc que codifican polipéptidos PRO, tal y como se describe con mayor detalle en los
posteriores ejemplos. Cabe indicar que a las proteinas fabricadas en ciclos de expresion separados se les pueden dar
nimeros PRO diferentes, pero el nimero UNQ es Unico para cualquier ADN determinado y la proteina codificada,
y no cambiard. Sin embargo, por simplicidad, en el presente documento las proteinas codificadas por las secuencias
de 4cidos nucleicos descritas en la presente invencidn, asi como todos los homélogos nativos adicionales y variantes
incluidas en la definicién anterior de polipéptidos PRO, se referirdn como “PRO”, independientemente de su origen o
modo de preparacion.

Tal y como se describe en los Ejemplos posteriores, se han depositado clones de ADNc con el ATCC. Las secuen-
cias de nucledtidos reales de los clones se pueden determinar ficilmente por un experto en la materia mediante la
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secuenciacién del clon depositado utilizando procedimientos rutinarios en la técnica. Las secuencias de aminodcidos
previstas se pueden determinar a partir de las secuencias de nucledtidos utilizando la técnica rutinaria. Para los poli-
péptidos PRO y los dcidos nucleicos codificantes descritos en la presente invencidn, los solicitantes han identificado
lo que se cree que son los mejores marcos de lectura identificables con la informacion de la secuencia disponible en el
momento.

B. Variantes de polipéptido PRO

Ademais de los polipéptidos PRO de secuencia nativa y de longitud completa descritos en la presente invencion, se
contempla que se pueden preparar variantes de polipéptido PRO. Las variantes de polipéptido PRO se pueden preparar
introduciendo cambios de nucleétidos apropiados en el ADN de PRO, y/o mediante la sintesis del polipéptido PRO
deseado. Los expertos en la materia entenderdn que los cambios de aminodcidos pueden alterar los procesos post-
traduccionales del polipéptido PRO, tales como el cambio del nimero o la posicién de los sitios de glicosilacién o la
alteracion de las caracteristicas de anclamiento a la membrana.

Las variaciones en el polipéptido PRO de secuencia nativa y de longitud completa o en varios dominios del poli-
péptido PRO descritos en la presente invencion, se pueden realizar, por ejemplo, utilizando cualquiera de las técnicas
y directrices para mutaciones conservativas y no conservativas establecidas, por ejemplo, en la Patente de Estados
Unidos No. 5.364.934. Las variaciones pueden ser una sustitucién, una eliminaciéon o una insercién de uno o mas
codones que codifican el polipéptido PRO que dan lugar a un cambio en la secuencia de aminoacidos del polipéptido
PRO en comparacién con el polipéptido PRO de secuencia nativa. Opcionalmente, la variacién es por sustitucion de
por lo menos un aminoacido por cualquier otro aminodcido en uno o més de los dominios del polipéptido PRO. Al
determinar qué residuo de aminoacido se puede insertar, sustituir o eliminar sin afectar de forma adversa la actividad
deseada, se puede encontrar una guia mediante la comparacién de la secuencia del polipéptido PRO con la de las
moléculas de proteinas conocidas homdélogas y minimizar el nimero de cambios en la secuencia de aminodcidos rea-
lizadas en regiones con elevada homologia. Las sustituciones de aminoédcidos pueden ser el resultado de la sustitucién
de un aminodcido por otro aminodcido que tiene una estructura y/o propiedades quimicas similares, tales como la
sustitucion de una leucina por una serina, es decir, sustituciones conservativas de aminodcidos. Las inserciones o eli-
minaciones pueden estar opcionalmente en el intervalo de aproximadamente 1 a 5 amino4cidos. La variacién permitida
se puede determinar realizando inserciones, eliminaciones o sustituciones de aminodcidos en la secuencia de forma
sistemdtica y probando en las variantes resultantes la actividad mostrada por la secuencia nativa de longitud completa o
madura.

En la presente invencién se proporcionan fragmentos de polipéptido PRO. Dichos fragmentos se pueden truncar en
el extremo N-terminal o C-terminal, o pueden carecer de residuos internos, por ejemplo, cuando se comparan con una
proteina nativa de longitud completa. Ciertos fragmentos carecen de residuos de aminodcidos que no son esenciales
para una actividad biolégica deseada del polipéptido PRO.

Los fragmentos del polipéptido PRO se pueden preparar mediante cualquiera de un conjunto de técnicas conven-
cionales. Los fragmentos de péptidos deseados se pueden sintetizar quimicamente. Un enfoque alternativo implica la
generacion de fragmentos de polipéptido PRO mediante digestién enzimadtica, por ejemplo, tratando la proteina con
una enzima conocida para dividir proteinas en los sitios definidos por residuos de amino4cidos concretos o median-
te la digestion del ADN con enzimas de restricciéon adecuadas y el aislamiento del fragmento deseado. Otra técnica
adecuada implica el aislamiento y la amplificacién de un fragmento de ADN que codifica un fragmento de polipép-
tido deseado mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Los oligonucledtidos que definen los extremos
deseados del fragmento de ADN se utilizan en los cebadores de los extremos 5’ y 3’ en la PCR. Preferiblemente, los
fragmentos de polipéptido PRO comparten por lo menos una actividad bioldgica y/o inmunoldgica con el polipéptido
PRO nativo.

En realizaciones particulares, las sustituciones conservativas de interés se muestran en la Tabla 3 bajo el encabeza-
miento de sustituciones preferidas. Si dichas sustituciones dan lugar a un cambio en la actividad bioldgica, entonces se
introducen mds cambios sustanciales, denominados sustituciones de ejemplo en la Tabla 3, o tal y como se describen
posteriormente en referencia a las clases de aminodcidos, y se criban los productos.
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TABLA 3

Residuo Sustituciones de ejemplo Sustituciones
original preferidas
Ala (A) wval; leu; ile val
Arg (R) 1lys; gln; asn lys
Asn (N) gln; his; lys; arg gln
Asp (D) Glu glu
Cys (C) Ser ser
Gln (Q) Asn asn
Glu (E) Asp asp
Gly (G) pro; ala ala
His (H) asn; gln; lys; arg arg
Ile (I) leu; val; met; ala; phe; leu

norleucina
Leu (L) norleucina; ile; val; met; ile

ala; phe
Lys (K) arg; gln; asn arg
Met (M) leu; phe; ile leu
Phe (F) leu; val; ile, ala; tyr leu
Pro (P) Ala ala
Ser (S) Thr thr
Thr (T) Ser ser
Trp (W) tyr; phe tyr
Tyr (Y) trp; phe; thr; ser Phe
Val (V) ile; leu; met; phe; ala; Leu

norleucina

Las modificaciones sustanciales en la identidad funcional o inmunoldgica del polipéptido se llevan a cabo mediante
la seleccion de las sustituciones que difieren significativamente en su efecto de mantener (a) la estructura del esque-
leto del polipéptido en el 4rea de la sustitucidn, por ejemplo, como conformacién de 1dmina o hélice, (b) la carga o
hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana, o (c) el conjunto de la cadena lateral. Los residuos naturales se dividen
en grupos en base a las propiedades comunes de la cadena lateral:

(1) hidrofébica: norleucina, met, ala, val, leu, ile;

(2) hidrofilica neutra: cys, ser, thr;

(3) é4cida: asp, glu;

(4) basica: asn, gln, his, lys, arg;

(5) residuos que influyen en la orientacién de la cadena: gly, pro; y
(6) aromdtica: trp, tyr, phe.

Las sustituciones no conservativas comprenderd el intercambio de un miembro de una de estas clases por otra clase.
Dichos residuos sustituidos también se pueden introducir en sitios de sustitucion conservativa o, mas preferiblemente,
en los sitios restantes (no conservados).
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Las variaciones se pueden realizar utilizando procedimientos conocidos en la técnica tales como la mutagénesis
mediada por oligonucleétidos (dirigida de sitio), el rastreo de alanina, y mutdgenesis por PCR. Para fabricar el ADN
variante de PRO se puede llevar a cabo sobre el ADN clonado una mutagénesis dirigida de sitio [Carter et al., Nucl.
Acids. Res., 13: 4331 (1986); Zoller et al., Nucl. Acids. Res., 10: 6487 (1987)], mutagénesis de cassette [Wells et
al., Gene, 34 315 (1985)], mutagénesis de seleccion por restriccion [Wells ef al., Philos. Trans. R. Soc. London SerA,
317:415 (1986)] u otras técnicas conocidas.

El andlisis de aminodcidos por rastreo también se puede realizar para identificar uno o mas aminoécidos a lo largo
de una secuencia contigua. Entre los aminodcidos de rastreo preferidos estdn los aminodcidos pequefios y neutros.
Entre dichos aminoécidos se incluyen alanina, glicina, serina y cisteina. La alanina es habitualmente un aminoécido
de rastreo preferido entre este grupo ya que elimina la cadena lateral mas alld del carbono beta y es menos proba-
ble que altere la conformacién de la cadena principal de la variante [Cunninghan y Wells, Science, 244:1081-1085
(1989)]. La alanina es también habitualmente preferida ya que es el aminodcido mds habitual. Ademads, se encuentra
frecuentemente tanto en posiciones escondidas como expuestas [Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman and Co.,
N.Y.), Chothia, J. Mol. Biol., 150:1 (1976)]. Si la sustitucién de alanina no produce cantidades adecuadas de variante,
se puede utilizar un aminoécido isotérico.

C. Modificaciones de polipéptidos PRO

Las modificaciones covalentes del polipéptido PRO estan incluidas en el alcance de la presente invencién. Un tipo
de modificacién covalente incluye la reaccidn de residuos de aminodcidos marcados de un polipéptido PRO con un
agente derivatizante orgdnico que es capaz de reaccionar con cadenas laterales seleccionadas o los residuos N- o C-
terminales del polipéptido PRO. La derivatizacién con agentes bifuncionales es ttil, por ejemplo, para reticular el
polipéptido PRO con una matriz o superficie de soporte insoluble en agua para su utilizacién en el procedimiento para
purificar anticuerpos anti-PRO, y viceversa. Entre los agentes de reticulacion utilizados habitualmente se incluyen,
por ejemplo, 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldehido, ésteres de N-hidroxisuccinimida, por ejemplo, ésteres
con 4cido 4-azido salicilico, imidoésteres homobifuncionales, incluyendo ésteres disuccinimidilicos, tales como 3,3’-
ditiobis(succinimidilpropionato), maleimidas bifuncionales, tales como bis-N-maleimido-1,8-octano y agentes, tales
como metil-3-[(p-azidofenil)ditio]propioimidato.

Otras modificaciones incluyen la desamidacion de residuos glutaminilo y asparaginilo a los correspondientes resi-
duos glutamilo y aspartilo, respectivamente, la hidroxilacién de prolina y lisina, fosforilacién de grupos hidroxilo de
residuos de serilo o treonilo, metilacion de los grupos a-amino de las cadenas laterales de lisina, arginina e histidina
[T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H. Freeman & Co., San Francisco, paginas 79-86
(1983)], acetilacion de la amina N-terminal, y la amidacién de cualquier grupo carboxilo C-terminal.

Otro tipo de modificacion covalente del polipéptido PRO incluido en el alcance de la presente invencién comprende
la alteracidn del patrén de glicosilacion nativo del polipéptido. Por “alteracion del patrén de glicosilaciéon nativo”
para los objetivos de la presente invencién se pretende indicar la eliminacién de uno o mds grupos carbohidratos
hallados en polipéptidos PRO de secuencia nativa (mediante la eliminacién del sitio de glicosilacién subyacente o
mediante la eliminacién de la glicosilacién por medios quimicos y/o enzimaticos), y/o la adicién de uno o mas sitios
de glicosilacidon que no estdn presentes en el polipéptido PRO de secuencia nativa. Ademads, la expresion incluye
cambios cualitativos en la glicosilacion de las proteinas nativas, implicando un cambio en la naturaleza y proporciones
de los diversos grupos de carbohidrato presentes.

La adicion de sitios de glicosilacién al polipéptido PRO se puede realizar alterando la secuencia de aminodcidos.
La alteracién se puede realizar, por ejemplo, mediante la adicién de, o la sustitucién por, uno o mds residuos de serina o
treonina al polipéptido PRO de secuencia nativa (para sitios de glicosilacién unidos a O). La secuencia de aminodcidos
de PRO puede alterarse opcionalmente a través de los cambios a nivel de ADN, particularmente mediante la mutacién
del ADN que codifica el polipéptido PRO en bases preseleccionadas, de manera que los codones que se generan se
traducirdn en los aminodcidos deseados.

Otros medios para aumentar el nimero de grupos carbohidrato en el polipéptido PRO es mediante acoplamiento
quimico o enzimético de glic6sidos al polipéptido. Dichos procedimientos estdn descritos en la técnica, por ejemplo,
en WO 87/05330 publicada el 11 de septiembre de 1987, y en Aplin y Wriston, CRC Crit. Rev. Biochem., 259-306
(1981).

La eliminacién de grupos carbohidrato presentes en el polipéptido PRO se puede realizar quimica o enzimati-
camente o mediante sustitucién mutacional de codones que codifican los residuos de aminodcidos que actian como
dianas para la glicosilacién. Las técnicas de desglicosilacién quimicas son conocidas en la técnica y estdn descritas,
por ejemplo, por Hakimuddin, et. al. Arch. Biochem. Biophys., 259:52 (1987) y por Edge, et al. Anal. Biochem.,
118:131 (1981). La divisién enzimatica de grupos carbohidrato en los polipéptidos se puede conseguir mediante la
utilizacién de un conjunto de endo- y exoglicosidasas tal y como se describe en Thotakura ez al. Meth. Enzymol.,
138:350 (1987).

Otro tipo de modificacidon covalente de polipéptidos PRO comprende la unién del polipéptido PRO a uno del
conjunto de polimeros no proteindceos, por ejemplo, polietilenglicol (PEG), polipropilenglicol o polioxialquilenos, de
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la forma establecida en las Patentes de Estados Unidos Nos: 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192 6
4.179.337.

Los polipéptidos PRO de la presente invencién también se pueden modificar de una manera que formen una
molécula quimérica que comprende el polipéptido PRO fusionado a otro polipéptido o secuencia de aminoacidos
heterdlogo.

En una realizacion, dicha molécula quimérica comprende una fusién del polipéptido PRO con un polipéptido
etiqueta que proporciona un epitopo al que se puede unir selectivamente un anticuerpo anti-etiqueta. El epitopo-
etiqueta se sitia generalmente en el extremo amino o carboxilo terminal del polipéptido PRO. La presencia de dichas
formas epitopo etiquetadas del polipéptido PRO se pueden detectar utilizando un anticuerpo contra el polipéptido
etiqueta. Ademds, la disposicién del epitopo etiqueta permite que el polipéptido PRO se purifique facilmente mediante
purificacion por afinidad utilizando un anticuerpo anti-etiqueta u otro tipo de matriz de afinidad que se une al epitopo
etiqueta. En la técnica se conocen varios polipéptidos etiqueta y sus respectivos anticuerpos. Entre los ejemplos se
incluyen etiquetas de poli-histidina (poli-his) o poli-histidina-glicina (poli-his-gly); el polipéptido etiqueta de gripe
HA y su anticuerpo 12C45 [Field et al., Mol. Cell. Biol., 8: 2159-2165 (1988)]; la etiqueta c-myc y los anticuerpos
8F9, 3C7, 6E10, G4, B7 y 9E10 de la misma [Evan et al., Molecular and Cellular Biology, 5: 3610-3616 (1985)]; y
la etiqueta de gliproteina D (gD) del virus del Herpes Simplex y su anticuerpo [Paborsky et al., Protein Engineering,
3 (6): 547-553 (1990)]. Entre otros polipéptidos etiqueta se incluyen el péptido Flag [Hopp et al., BioTechnology, 6:
1204-1210 (1988)]; el péptido epitopo KT3 [Martin et al., Science, 255: 192-194 (1992)]; un péptido epitopo de a-
tubulina [Skinner et al., J. Biol. Chem., 266: 15163-15166 (1991)]; y el péptido etiqueta de la proteina T7 del gen 10
[Lutz-Freyemuth et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 6393-6397 (1990)].

En una realizacion alternativa, la molécula quimérica puede comprender una fusién del polipéptido PRO con una
inmunoglobulina o una regién particular de una inmunoglobulina. Para una forma bivalente de la molécula quimérica
(también referida como “inmunoadhesina’), dicha fusién podria ser a la regién Fc de una molécula de IgG. Las
fusiones de Ig incluyen preferiblemente la sustitucién de una forma soluble (dominio transmembrana eliminado o
inactivado) de un polipéptido PRO en lugar de por lo menos una region variable de una molécula de Ig. En una
realizacién particularmente preferida, la fusiéon de inmunoglobulina incluye la bisagra, CH2 y CH3, o la bisagra,
regiones CH1, CH2 y CH3 de una molécula de IgG1. Para la produccién de fusiones de inmunoglobulinas, véase
también la Patente de Estados Unidos No. 5.428.130 concedida el 27 de junio de 1995.

D. Preparacion de polipéptidos PRO

La siguiente descripcion se refiere principalmente a la produccion de polipéptidos PRO mediante el cultivo de
células transformadas o transfectadas con un vector que contiene dcido nucleico de PRO. Naturalmente, se prevé que
se puedan utilizar procedimientos alternativos, que se conocen bien en la técnica, para preparar los polipéptidos PRO.
Por ejemplo, la secuencia del polipéptido PRO, o partes de la misma, se pueden producir mediante sintesis directa
de péptidos utilizando técnicas de fase sélida [véase, por ejemplo, Stewart et al., Solid-Phase Peptide Synthesis,
W.H. Freeman Co., San Francisco, CA (1969); Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85: 2149-2154 (1963)]. La sintesis de
proteinas in vitro se puede realizar utilizando técnicas manuales o mediante automatizacion. La sintesis automatizada
se puede realizar, por ejemplo, utilizando un Applied Biosystems Peptide Synthesizer (Foster City, CA) utilizando las
instrucciones del fabricante. Se pueden sintetizar quimicamente varias partes del polipéptido PRO de forma separada y
combinarse utilizando procedimientos quimicos o enzimadticos para producir el polipéptido PRO de longitud completa.

a. Aislamiento del ADN que codifica un polipéptido PRO

El ADN que codifica el polipéptido PRO se puede obtener a partir de una biblioteca de ADNc preparada a partir de
tejido que se cree que posee el ARNm de PRO y expresarlo a un nivel detectable. Por consiguiente, el ADN de PRO
humano se puede obtener convenientemente a partir de una biblioteca de ADNc preparada a partir de tejido humano,
tal como se describe en los Ejemplos. El gen que codifica PRO también se puede obtener a partir de una biblioteca
gendémica o mediante sintesis de oligonucleétidos.

Las bibliotecas se pueden cribar con sondas (tales como anticuerpos para el polipéptido PRO u oligonucleétidos
de por lo menos aproximadamente 20-80 bases) disefiados para identificar el gen de interés o la proteina codificada
por el mismo. El cribado del ADNc o biblioteca genémica con la sonda seleccionada se puede realizar utilizando
procedimientos estandar, tal como se describe en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (New
York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Un medio alternativo para aislar el gen que codifica el polipéptido
PRO es utilizar la metodologia de PCR [Sambrook et al., supra; Dieffenbach et al., PCR Primer: A Laboratory Manual
(Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1995)].

Los siguientes Ejemplos describen técnicas para cribar una biblioteca de ADNc. Las secuencias de oligonucledti-
dos seleccionadas como sondas deberian ser de longitud suficiente y suficiente inequivoca que se minimizan los falsos
positivos. El oligonucleétido estd preferiblemente marcado de manera que se puede detectar tras la hibridaciéon a ADN
en la biblioteca que se criba. Los procedimientos de marcado son bien conocidos en la técnica, e incluyen la utilizacién
de radiomarcadores como ATP marcado con *P, biotinilacién o marcaje enzimético. Las condiciones de hibridacién,
incluyendo la astringencia moderada y la astringencia elevada, se proporcionan en Sambrook et al., supra.
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Las secuencias identificadas en dichos procedimientos de cribado de bibliotecas se pueden comparar y alinear con
otras secuencias conocidas depositadas y disponibles en bases de datos publicos, tales como el Banco de Genes u
otras bases de datos privadas de secuencias. La identidad de secuencia (a nivel de aminodcido o nucleétido) en las
regiones definidas de la molécula o a lo largo de la secuencia de longitud completa se puede determinar utilizando
procedimientos conocidos en la técnica y tal y como se describen en la presente invencion.

El 4cido nucleico que tiene la secuencia de codificacién de la proteina se puede obtener mediante el cribado
del ADNc seleccionado o las bibliotecas genémicas utilizando la secuencia de aminoéacidos deducida descrita en la
presente invencién por primera vez, y, si es necesario, utilizando procedimientos convencionales de extensiéon con
cebadores tal y como se describe en Sambrook et al., supra, para detectar precursores e intermedios de procesamiento
de ARNm que no se han transcrito de forma inversa en ADNCc.

b. Seleccion y transformacion de células huésped

Las células huésped se transfectan o transforman con vectores de expresién o clonacién descritos en la presente
invencién para la produccién del polipéptido PRO y se cultivan en medios nutrientes convencionales modificados
para que sean adecuados para inducir promotores, seleccionar transformantes, o amplificar los genes que codifican las
secuencias deseadas. Las condiciones de cultivo, tales como el medio, la temperatura, el pH y similares, se pueden
seleccionar por un experto en la materia sin una experimentacion excesiva. En general, los principios, protocolos
y técnicas pricticas para maximizar la productividad de cultivos celulares se pueden encontrar en Mammalian Cell
Biotechnology: a Practical Approach, M. Butler, ed. (IRL Press, 1991) y Sambrook et al., supra.

Los procedimientos de transfeccién de células eucariotas y transformacién de células procariotas son conocidos
por el experto en la materia, por ejemplo, CaCl,, CaPO,, mediados por liposomas y electroporacién. Dependiendo de
la célula huésped utilizada, la transformacion se realiza utilizando técnicas estandar adecuadas a dichas células. El tra-
tamiento con calcio que utiliza cloruro célcico, tal y como se describe en Sambrook et al., supra, o la electroporacién
se utilizan generalmente para procariotas. La infeccién con Agrobacterium tumefaciens se utiliza para la transforma-
cién de ciertas células vegetales, tal como describe Shaw et al., Gene, 23:315 (1983) y WO 89/05859 publicada el
29 de junio de 1989. Para las células de mamiferos sin dichas paredes celulares, se puede utilizar el procedimiento
de precipitacion con fosfato célcico de Graham y van der Eb, Virology, 52: 456-457 (1978). En la Patente de Estados
Unidos No. 4.399.216 se han descrito aspectos generales de transfecciones de sistemas de células huésped de mamife-
ros. Las transformaciones en levadura se llevan a cabo habitualmente segtin el procedimiento de Van Solingen et al., J.
Bact., 130: 946 (1977) y Hsiao et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 76: 3829 (1979). Sin embargo, también se pueden
utilizar otros procedimientos para introducir ADN en células, tales como mediante microinyeccién nuclear, electropo-
racion, fusién de protoplasto bacteriano con células intactas, o policationes, por ejemplo, polibreno, poliornitina. Para
varias técnicas para transformar células de mamifero, ver Keown et al., Methods in enzymology, 185:527-537 (1990)
y Manssur et al., Nature, 336. 348-352 (1988).

Entre las células huésped adecuadas para la clonacion o expresion del ADN en los vectores de la presente invencion
se incluyen células procariotas, levadura, o eucariotas superiores. Entre las procariotas adecuadas se incluyen, pero
no se limitan a, eubacterias, tales como organismos Gram-negativo o Gram-positivo, por ejemplo, Enterobacteriaceae,
tal como E. coli. Varias cepas de E. coli estan disponibles publicamente, tales como la cepa de E. coli K12 MM294
(ATCC 31.446); E. coli X1776 (ATCC 31.537); cepa de E. coli W3110 (ATCC 27.325) y cepa de E. coli K5772 (ATCC
53.635). Entre otras células huésped procariotas adecuadas se incluyen Enterobacteriaceae, tales como Escherichia,
por ejemplo, E. coli, Emerobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, por ejemplo, Salmonella typhimurium,
Serratia, por ejemplo, Serratia marcescans, y Shigella, asi como Bacilli, tal como B. subtilis y B. licheniformis (por
ejemplo, B. licheniformis 41P descrito en DD 266.710 publicada el 12 de abril de 1989), Pseudomonas, tal como P.
aeruginosa, y Streptomyces. Estos ejemplos son mads ilustrativos que limitantes. La Cepa W3110 es un huésped o
huésped parental particularmente preferible ya que es una cepa de huésped habitual para fermentaciones de productos
de ADN recombinante. Preferiblemente, la célula huésped secreta cantidades minimas de enzimas proteoliticos. Por
ejemplo, la cepa W3110 se puede modificar para realizar una mutacién genética en los genes que codifican proteinas
enddgenas al huésped, con ejemplos de dichos huéspedes incluyendo la cepa de E. coli W3110 1A2, que tiene el
genotipo completo tonA; la cepa de E. coli W3110 9E4, que tiene el genotipo completo fonA ptr3; la cepa de E. coli
W3110 27C7 (ATCC 55.244), que tiene el genotipo completo tonA ptr3 phoA E15 (argF-lac) 169 degP ompT kon’;
la cepa de E. coli W3110 37D6, que tiene el genotipo completo fonA ptr3 phoA E15 (argF-lac) 169 degP ompT rbs7
ilvG kan’; la cepa de E. coli W3110 40B4, que es una cepa 37D6 con una mutacién de eliminacién degP no resistente
a kanamicina; y una cepa de E. coli que tiene proteasa peripldsmica mutante descrita en la Patente de Estados Unidos
No. 4.946.783 concedida el 7 de agosto de 1990. Alternativamente, son adecuados procedimientos de clonacién in
vitro, por ejemplo, PCR u otras reacciones de dcido nucleico polimerasa.

Ademads de los procariotas, los microbios eucariotas, tales como hongos filamentosos o levaduras, son huéspedes de
clonacién o expresién adecuados para vectores que codifican PRO. El Saccharomyces cerevisiae es un microorganismo
huésped eucaridtico inferior utilizado habitualmente. Otros incluyen Schizosaccharomyces pombe (Beach and Nurse,
Nature, 290: 140 [1981]; EP 139.383 publicada el 2 de mayo de 1985); huéspedes Kluyveromyces (Patente de Estados
Unidos No. 4.943.529; Fleer et al., Bio/Technology, 9:968-975 (1991)) tal como, por ejemplo, K. lactis (MW98-8C,
CBS683, CBS574; Louvencourt et al. J. Bacteriol., 737 [1983]), K. fragilis (ATCC 12.424), K. bulgaricus (ATCC
16.045), K. wickeramii (ATCC 24.178), K. waltii (ATCC 56.500), K. drosophilarum (ATCC 36.906; Van den Berg
et al., Bio/Technology, 8:135(1990)), K. thermotolerans y K. marxianus; yarrowia (EP 402.226); Pichia pastoris
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(EP 183.070; Sreekrishna et al., J. Basic. Microbiol. 28:265-278 [1988]); Candida; Trichoderma recia (EP 244.234);
Neurospora crassa (Case et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:5259-5263 [1979]); Schwanniomyces, tales como
Schwanniomyces occidentalis (EP 394.538, publicada el 31 de octubre de 1990); y hongos filamentosos, tales como,
por ejemplo, Neurospora, Penicillium, Tolypocladium (WO 91/00357 publicada el 10 de enero de 1991), y huéspedes
Aspergillus, tales como A. nidulans (Ballance et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 112:284-289 [1983]; Tilbum
et al., Gene, 26:205-221 [1983]; Yelton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 1470-1474 [1984]) y A. Niger (Kelly y
Hynes, EMBO J., 4:475-479 [1985]). Las levaduras metilotrépicas son adecuadas en la presente invencién e incluyen,
pero no se limitan a, levadura capaz del crecimiento en metanol seleccionada del género que consiste en Hansenula,
Candida, Kloeckera, Pichia, Saccharomyces, Torulopsis, y Rhodotorula. Una lista de especies especificas que son
ejemplos de esta clase de levaduras se puede encontrar en C. Anthony, The Biochemistry of Methylotrophs, 269
(1982).

Las células huésped adecuadas para la expresion de polipéptidos PRO glicosilados se derivan de organismos mul-
ticelulares. Entre los ejemplos de células de invertebrados se incluyen células de insectos, tales como Drosophila S2
y Spodoptera Sf9, asi como células vegetales. Entre los ejemplos de lineas celulares huésped de mamiferos dtiles se
incluyen células de ovario de hamster chino (CHO) y COS. Algunos ejemplos mas especificos incluyen linea CV1 de
riién de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); linea de rifion de embrién humano (células 293
0 293 subclonadas para el crecimiento en cultivo de suspensidn, Graham et al., J. Gen Virol., 36:59 (1977)); células
de ovario de hamster chino/-DHFR (CHO), Urlaub y Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)); células
de sertoli de ratén (TM4, Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980)); células de pulm6én humano (W138, ATCC CCL
75); células de higado humano (Hep G2, HB 8065); y tumor mamario de raton (MMT 060562, ATCC CCl51). La
seleccion de la célula huésped apropiada se estima que estd dentro de la técnica.

c. Seleccion e utilizacion de un vector replicable

El 4cido nucleico (por ejemplo, ADNc o ADN gendmico), que codifica el polipéptido PRO se puede insertar en un
vector replicable para la clonacién (amplificacién del ADN) o para la expresién. Existen varios vectores disponibles
publicamente. El vector puede estar, por ejemplo, en forma de pldsmido, c6smido, particula viral, o fago. La secuencia
de 4cidos nucleicos apropiada se puede insertar en el vector mediante una serie de procedimientos. En general, el ADN
se inserta en un sitio o sitios de endonucleasa de restriccién apropiados utilizando técnicas conocidas en el sector. Los
componentes de los vectores incluyen generalmente, pero no se limitan a, una o mds secuencias sefial, un origen de
replicacién, uno o mas genes marcadores, un elemento potenciador, un promotor y una secuencia de terminacién de la
transcripcion. La construccion de vectores adecuados que contienen uno o mas de estos componentes utiliza técnicas
de unidén estdndar que son conocidas por un experto en la materia.

El polipéptido PRO se puede producir recombinantemente no s6lo directamente, sino también como un polipéptido
de fusién con un polipéptido heter6logo, que puede ser una secuencia sefial u otro polipéptido que tiene un sitio de
division especifico en el extremo N-terminal de la proteina o polipéptido maduro. En general, la secuencia sefial puede
ser un componente del vector, o puede ser una parte del ADN que codifica el PRO que se inserta en el vector. La
secuencia sefial puede ser una secuencia sefial procariota seleccionada, por ejemplo, del grupo de secuencias lideres
de la fosfatasa alcalina, penicilinasa, Ipp o enterotoxina II estable térmicamente. Para la secrecién en levaduras, la
secuencia sefial puede ser, por ejemplo, la secuencia lider de invertasa de levadura, la secuencia lider del factor alfa
(incluyendo las secuencias lider del factor @ de Saccharomyces y Kluyveromyces, la dltima descrita en la Patente de
Estados Unidos No. 5.010.182), o la secuencia lider de fosfatasa dcida, la secuencia lider de C. Albicans glucoamilasa
(EP 362.179 publicada el 4 de abril de 1990) o la sefial descrita en WO 90/13646, publicada el 15 de noviembre
de 1990. En la expresion de células de mamiferos, las secuencias sefial de mamiferos se pueden utilizar para dirigir
la secrecion de la proteina, tales como secuencias sefial de polipéptidos secretados de la misma especie o especies
relacionadas, asi como secuencias lideres secretoras virales.

Ambos vectores de expresion y clonacién contienen una secuencia de dcidos nucleicos que permite la replicacién
del vector en una o mas células huésped seleccionadas. Dichas secuencias son conocidas para un conjunto de bac-
terias, levadura, y virus. El origen de la replicacién del plasmido pBR322 es adecuado para la mayoria de bacterias
gram-negativas, el origen del plasmido 2 u es adecuado para la levadura, y origenes virales varios (SV40, polioma,
adenovirus, VSV o BPV) son ttiles para vectores de clonacién en células de mamiferos.

Los vectores de clonacién y expresion contendran habitualmente un gen de seleccién, también denominado como
marcador seleccionable. Los genes de seleccidn habituales codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibidti-
cos u otras toxinas, por ejemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato o tetraciclina, (b) complementan las deficiencias
auxotréficas, o (c) suministran nutrientes criticos no disponibles del medio complejo, por ejemplo, el gen que codifica
D-alanina racemasa para Bacilli.

Un ejemplo de marcadores seleccionables adecuados para células de mamiferos son aquéllos que permiten la
identificaciéon de células competentes para captar el acido nucleico que codifica PRO, tal como DHFR o timidina
quinasa. Una célula huésped apropiada cuando se utiliza DHFR de tipo salvaje es la linea de células CHO deficiente
en actividad de DHFR, preparada y propagada tal y como se describe por Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
77:4216 (1980). Un gen de seleccion adecuado para su utilizacién en la levadura es el gen trp! presente en el plasmido
de la levadura YRp7 [Stinchcomb et al., Nature, 282:39 (1979); Kingsman et al., Gene, 7:141 (1979); Tschemper
et al., Gene, 10:157 (1980)]. El gen trpl proporciona un marcador de seleccién para una cepa mutante de levadura
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que carece de la capacidad de crecer en tript6fano, por ejemplo, ATCC No. 44076 o PEP4-1 [Jones, Genetics, 85:12
1977)].

Los vectores de clonacion y expresion contienen habitualmente un promotor unido operativamente a la secuencia
de 4cido nucleico que codifica PRO para dirigir la sintesis de ARNm. Son conocidos promotores reconocidos por un
conjunto de células huésped potenciales. Entre los promotores adecuados para utilizar con huéspedes procariotas se
incluyen los sistemas de promotores de S-lactamasa y lactosa [Chang et al., Nature, 275:615 (1978); Goeddel et al.,
Nature, 281:544 (1979)], fosfatasa alcalina, un sistema de promotor de triptéfano (trp) [Goeddel, Nucleic Acids Res.,
8:4057 (1980); EP 36.776], y promotores hibridos, tales como el promotor tac [deBoer et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 80:21-25 (1983)]. Los promotores para utilizar en sistemas bacterianos también contendrdn una secuencia de
Shine-Dalgamo (S.D.) unida operativamente al ADN que codifica el polipéptido PRO.

Entre los ejemplos de secuencias promotoras adecuadas para su utilizacién con huéspedes de levadura se incluyen
promotores para 3-fosfoglicerato quinasa [Hitzeman et al., J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)] u otros enzimas gluco-
liticos [Hess et al., J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968); holland, Biochemistry, 17:4900 (1978)], tal como enolasa,
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, hexoquinasa, piruvato descarboxilasa, fosfofructoquinasa, glucosa-6-fosfato
isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa, piruvato quinasa, triosafosfato isomerasa, fosfoglucosa isomerasa y glucoquinasa.

Otros promotores de levaduras, que son promotores inducibles que tienen la ventaja adicional de una transcripcién
controlada por las condiciones de crecimiento, son las regiones promotoras para alcohol deshidrogenasa 2, isocito-
cromo C, fosfatasa dcida, enzimas degradativas asociadas con el metabolismo del nitrégeno, metalotioneina, glice-
raldehido-3-fosfato deshidrogenasa, y enzimas responsables de la utilizacién de maltosa y galactosa. Los vectores y
promotores adecuados para la utilizacién en la expresion en levaduras se describen en detalle en EP 73.657.

La transcripcién del polipéptido PRO a partir de vectores en células huésped de mamiferos esta controlada, por
ejemplo, mediante promotores obtenidos de los genomas de virus, tales como virus del polioma, virus de la viruela
aviar (Patente UK 2.211.504 publicada el 5 de julio de 1989), adenovirus (tal como el Adenovirus 2), el virus de
papiloma bovino, virus del sarcoma aviar, citomegalovirus, un retrovirus, virus de la hepatitis-B y virus de simio
40 (SV40), a partir de promotores de mamiferos heterélogos, por ejemplo, el promotor de actina o un promotor de
inmunoglobulina, y a partir de promotores de choque térmico, siempre y cuando dichos promotores sean compatibles
con los sistemas de células huésped.

Se puede incrementar la transcripcién de un ADN que codifica el polipéptido PRO por eucariotas superiores me-
diante la insercién de una secuencia de potenciador en el vector. Los potenciadores son elementos que actian en cis
de ADN, habitualmente aproximadamente de 10 a 300 pb, que actiian en un promotor para aumentar su transcripcion.
Actualmente se conocen muchas secuencias de potenciadores de genes de mamiferos (globina, elastasa, albtimina, -
fetoproteina e insulina). Habitualmente, sin embargo, se utilizard un potenciador de un virus de célula eucariota. Entre
los ejemplos se incluyen el potenciador de SV40 en la cara tardia del origen de replicacién (pb 100-270), el potencia-
dor de promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma en la cara tardia del origen de replicacion,
y los potenciadores de adenovirus. El potenciador se puede cortar y empalmar (“splice”) en el vector en una posicién
5’ 6 3’ con respecto a la secuencia codificante de PRO, pero se sitda preferiblemente en un sitio 5’ con respecto al
promotor.

Los vectores de expresion utilizados en células huéspedes eucariotas (levadura, hongos, insectos, plantas, animales,
humanos, o células nucleadas de otros organismos multicelulares) también contendrdn secuencias necesarias para la
terminacion de la transcripcion y para la estabilizacion del ARNm. Dichas secuencias estdn disponibles habitualmente
desde las regiones no traducidas 5’ y, ocasionalmente 3°, de ADNs o ADNcs eucariotas o virales. Estas regiones
contienen segmentos de nucleétidos transcritos como fragmentos poliadenilados en la parte no traducida del ARNm
que codifica el polipéptido PRO.

En Gething et al., Nature, 293:620-625 (1981); Mantei et al., Nature, 281:40-46 (1979); EP 117.060 y EP 117.058
se describen adicionalmente otros procedimientos, vectores, y células huésped adecuados para la adaptacion a la
sintesis de polipéptidos PRO en cultivos de células de vertebrados recombinantes.

d. Deteccion de la amplificacion/expresion de los genes

La amplificacién y/o expresion de los genes se puede medir en una muestra directamente, por ejemplo, mediante
transferencia Southern convencional, transferencia Northern convencional para cuantificar la transcripciéon de ARNm
[Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:5201-5205 (1980)], transferencia de puntos (andlisis de ADN), o hibrida-
cién in situ, utilizando una sonda marcada apropiadamente, basada en las secuencias proporcionadas en la presente
invencién. Alternativamente, se pueden utilizar anticuerpos que pueden reconocer dobles cadenas especificas, inclu-
yendo dobles cadenas de ADN, dobles cadenas de ARN, dobles cadenas hibridas de ADN-ARN o dobles cadenas de
ADN-proteina. Los anticuerpos a su vez se pueden marcar y el ensayo se puede llevar a cabo cuando la doble cadena
estd unida a una superficie, de manera que tras la formacion de la doble cadena en la superficie, se puede detectar la
presencia de anticuerpos unidos a la doble cadena.

La expresion génica, alternativamente, se puede medir mediante procedimientos inmunolégicos, tales como tin-
cién inmunohistoquimica de células o secciones de tejido y el ensayo de cultivo de células o fluidos corporales, para
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cuantificar directamente la expresion del producto génico. Los anticuerpos ttiles para la tincién inmunohistoquimica
y/o el ensayo de fluidos de muestra pueden ser monoclonales o policlonales, y se pueden preparar en cualquier mami-
fero. Convenientemente, los anticuerpos se pueden preparar contra un polipéptido PRO de secuencia nativa o contra
un péptido sintético basado en las secuencias de ADN proporcionadas en la presente invencidn o contra una secuencia
exdgena fusionada a ADN de PRO que codifica un epitopo de anticuerpo especifico.

e. Purificacion de polipéptido

Las formas de polipéptidos PRO se pueden recuperar del medio de cultivo o de los lisatos de células huésped. Si
estd unido a membrana, se puede liberar de la membrana utilizando una solucién de detergente adecuada (por ejemplo,
Triton X-100) o mediante divisién enzimética. Las células utilizadas en la expresion del polipéptido PRO se pueden
romper mediante diversos medios fisicos o quimicos, tales como ciclos de congelacion-descongelacién, sonicacion,
destrucciéon mecdnica, o agentes para lisar células.

Se puede desear purificar el polipéptido PRO a partir de proteinas o polipéptidos de células recombinantes. Los
siguientes procedimientos son ejemplos de procedimientos de purificacién adecuados: mediante fraccionamiento en
una columna de intercambio i6nico; precipitacién con etanol; HPLC de fase inversa; cromatografia sobre silice o
una resina de intercambio catiénico, tal como DEAE; “cromatofocusing”; SDS-PAGE; precipitacién con sulfato
amonico; filtracién en gel utilizando, por ejemplo, Sephadex G-75; columnas de proteina A sefarosa para eliminar
contaminantes, tales como IgG, y columnas quelantes de metales para unir formas etiquetadas con epitopo del po-
lipéptido PRO. Se pueden utilizar varios métodos de purificacién de proteinas y dichos métodos son conocidos en
la técnica y se describen, por ejemplo, en Deutscher, Methods in Enzymology, 182 (1990); Scopes, Protein Purifi-
cation: Principles and Practice, Springer-Verlag, Nueva York (1982). La etapa o etapas de purificacién selecciona-
das dependeran, por ejemplo, de la naturaleza del proceso de produccion utilizado y el polipéptido PRO concreto
producido.

E. Amplificacion de genes que codifican los polipéptidos PRO en tejidos y lineas celulares tumorales

La presente invencion se basa en la identificacién y caracterizacién de genes que se amplifican en ciertas células
cancerosas.

El genoma de organismos procariotas y eucariotas estd sometido aparentemente a dos requerimientos en conflicto.
El primero es la conservaciéon y la propagacién del ADN como informacién genética en su forma original para ga-
rantizar la herencia estable a través de multiples generaciones. Por otro lado, las células o los organismos han de ser
capaces de adaptarse a cambios ambientales constantes. Los mecanismos adaptativos pueden incluir modificaciones
cualitativas o cuantitativas de su material genético. Las modificaciones cualitativas incluyen las mutaciones de ADN,
en las que las secuencias codificantes son alteradas dando lugar a una proteina estructural y/o funcionalmente dife-
rente. La amplificacién génica es una modificacién cuantitativa, por la cual el niimero real de secuencias codificantes
completas, es decir un gen, aumenta, llevando a un aumento en el nimero de moldes disponibles para la transcripcion,
un mayor nimero de transcritos traducibles y, finalmente, a un aumento en la abundancia de la proteina codificada por
el gen amplificado.

El fenémeno de la amplificacién génica y sus mecanismos subyacentes han sido investigados in vitro en algunos
sistemas de cultivo de procariotas y eucariotas. El ejemplo mejor caracterizado de amplificacién génica implica el
cultivo de células eucariotas en un medio que contienen concentraciones variables del fdrmaco citotéxico metotrexato
MTX). E1 MTX es un andlogo del 4cido félico e interfiere en la sintesis de ADN al bloquear la enzima dihidrofolato
reductasa (DHFR). Durante la exposicion inicial a bajas concentraciones de MTX, la mayoria de las células (>99,9%)
morirdn. Un pequefio nimero de células sobreviven y son capaces de crecer en concentraciones crecientes de MTX
al producir grandes cantidades de DHFR- ARN y proteina. La base de esta sobreproduccion es la amplificacion de la
DHEFR tnica codificante. Las copias adicionales del gen se encuentran como copias extracromosémicas en forma de
pequefios cromosomas supernumerarios (dobles minutos) o como copias cromosdmicas integradas.

La amplificacion génica se encuentra generalmente en el desarrollo de la resistencia a farmacos citotéxicos (an-
tibidticos para bacterias y agentes quimioterapéuticos para células eucariotas) y la transformacion neopldsica. La
transformacion de una célula eucariota como un acontecimiento espontdneo o debido a una agresion viral o quimi-
co/ambiental estd asociada habitualmente a cambios en el material genético de estas células. Uno de los cambios
genéticos mas habituales observados en los tumores humanos son las mutaciones de la proteina p53. La proteina p53
controla la transicion de células de la fase estacionaria (G1) a la fase replicativa (S) y evita esta transicion en presencia
de dafio en el ADN. En otras palabras, una de las consecuencias principales de la inutilizacién de las mutaciones de
p53 es la acumulacién y propagacién del dafio en el ADN, por ejemplo, cambios genéticos. Los tipos de cambios
genéticos mds comunes en células neopldsicas son, ademds de las mutaciones puntuales, las amplificaciones y las
alteraciones estructurales mayores, tales como las translocaciones.

La amplificacién de las secuencias de ADN puede indicar un requerimiento funcional especifico tal como ilustra
en el sistema experimental de DHFR. Por tanto, la amplificacién de ciertos oncogenes en los tumores apunta hacia
un papel causal de estos genes en el proceso de transformacion tumoral y mantenimiento del fenotipo transformado.
Esta hipétesis ha ganado apoyos en estudios recientes. Por ejemplo, se observé que la proteina bcl-2 se amplificaba
en ciertos tipos de linfomas que no son de Hodgkin. Esta proteina inhibe la apoptosis y conduce a la acumulacién
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progresiva de células neopldsicas. Se ha observado que miembros de la familia génica de receptores de factores se
amplifican en varios tipos de canceres y se ha sugerido que la sobreexpresion de estos receptores puede convertir
las células neopldsicas en menos susceptibles a cantidades limitantes de factores de crecimiento disponibles. Los
ejemplos incluyen la amplificacion del receptor de andrégeno en el cdncer de prostata recurrente durante la terapia de
privacion de andrégenos y la amplificacion del homdlogo del receptor del factor de crecimiento, ERB2, en cdncer de
mama. Ultimamente, los genes implicados en la sefializacion intracelular y el control de la progresion del ciclo celular
pueden experimentar amplificaciéon durante la transformacién tumoral. Esto queda ilustrado por la amplificacién de
los genes bcl-1y ras en varios neoplasmas epiteliales y linfoides.

Estos estudios previos ilustran la viabilidad de identificar las secuencias de ADN amplificadas en neoplasmas,
ya que esta estrategia puede identificar genes importantes para la transformacién tumoral. El caso de ERB2 también
demuestra la viabilidad desde un punto de vista terapéutico, ya que las proteinas transformantes pueden representar
dianas novedosas y especificas para la terapia tumoral.

Se pueden utilizar diferentes técnicas para demostrar secuencias genémicas amplificadas. El andlisis citogenéti-
co clésico de extensiones cromosdmicas preparadas a partir de células cancerosas es adecuado para la identificacién
de alteraciones estructurales mayores, tales como translocaciones, deleciones e inversiones. Las regiones gendmicas
amplificadas pueden visualizarse s6lo si estdn implicadas regiones amplias con un nimero alto de copias o si estan pre-
sentes como material extracromosémico. Aunque la citogenética fue la primera técnica para demostrar la asociacién
consistente de cambios cromosdmicos especificos con neoplasmas particulares, no es adecuada para la identificacién
y el aislamiento de secuencias de ADN manejables. La técnica desarrollada mas recientemente de la hibridacién ge-
némica comparativa (CGH) ha ilustrado el fendmeno extendido de la amplificacién genémica en neoplasmas. E1 ADN
tumoral y normal se hibrida simultdneamente sobre las metafases de células normales y se puede cribar el genoma
completo mediante andlisis de imagen para secuencias de ADN que estidn presentes en el tumor con una frecuencia
aumentada. (WQ093/18.186; Gray et al., Radiation Res., 137:275-289). Como procedimiento de cribado, este tipo de
andlisis ha revelado un gran nimero de amplicones recurrentes (un tramo de ADN amplificado) en una variedad de
neoplasmas humanos. Aunque la CGH es mas sensible que el andlisis citogenético cldsico en la identificacién de
tramos de ADN amplificados, no permite una identificacién rdpida y aislamiento de secuencias codificantes en el
amplicén por las técnicas estandares de genética molecular.

Los procedimientos mds sensibles para detectar la amplificacién génica son los ensayos basados en la reaccidn en
cadena de la polimerasa (PCR). Estos ensayos utilizan una cantidad muy pequefia de ADN tumoral como material
de partida, son exquisitamente sensibles, proporcionan ADN que es susceptible de un andlisis posterior, tal como
secuenciacion, y son adecuados para el andlisis de volimenes con gran rendimiento.

Los ensayos mencionados anteriormente no son mutuamente excluyentes, sino que frecuentemente se usan en
combinacién para identificar amplificaciones en neoplasmas. Mientras que el andlisis citogenético y la CGH repre-
sentan procedimientos de cribado para reconocer regiones amplificadas en el genoma completo, los ensayos basados
en la PCR son los mds adecuados para la identificacién final de las secuencias codificantes, es decir, los genes en las
regiones amplificadas.

Segtn la presente invencidn, dichos genes han sido identificados mediante PCR cuantitativa (S. Gelmini et al., Clin.
Chem., 43:752 [1997]), por comparacién del ADN de una variedad de tumores primarios, incluyendo mama, pulmén,
colon, préstata, cerebro, higado, rifién, pancreas, bazo, timo, testiculo, ovario, utero, etc., tumor o lineas celulares
tumorales, con ADN agrupado de donantes sanos. La PCR cuantitativa se llevé a cabo utilizando un instrumento
TagMan™ (ABI). Los cebadores especificos de los genes y las sondas fluorogénicas se disefiaron en funcién de las
secuencias codificantes de los ADNGs.

Las lineas celulares de carcinoma de pulmén humano incluyen A549 (SRCC768), Calu-1 (SRCC769), Calu-6
(SRCC770), H157 (SRCC771), H441 (SRCC772), H460 (SRCC773), SKMES-1 (SRCC774), SW900 (SRCC775),
H522 (SRCC832) y H810 (SRCC833), todas disponibles en el ATCC. Las células de tumores primarios humanos de
pulmén normalmente derivan de adenocarcionamas, carcinomas de célula escamosa, carcinomas de célula grande,
carcinomas de célula no pequefia, carcinomas de célula pequefia, y carcinomas bronco alveolares, e incluyen, por
ejemplo, SRCC724 (adenocarcinoma, abreviado como “AdenoCa”) (LT1), SRCC725 (carcinoma de célula escamosa,
abreviado como “SqCCA” (LT1a), SRCC726 (adenocarcinoma) (LT2), SRCC727 (adenocarcinoma) (LT3), SRCC728
(adenocarcinoma) (LT4), SRCC729 (carcinoma de célula escamosa) (LT6), SRCC730 (adenocarcinoma/carcinoma
de célula escamosa) (LT7), SRCC731 (adenocarcinoma) (LT9), SRCC732 (carcinoma de célula escamosa) (LT10),
SRCC733 (carcinoma de célula escamosa) (LT11), SRCC734 (adenocarcinoma) (LT12), SRCC735 (adenocarcino-
ma/carcinoma de célula escamosa) (LT13), SRCC736 (carcinoma de célula escamosa) (LT15), SRCC737 (carcinoma
de célula escamosa) (LT16), SRCC738 (carcinoma de célula escamosa) (LT17), SRCC739 (carcinoma de célula esca-
mosa) (LT18), SRCC740 (carcinoma de célula escamosa) (LT19), SRCC741 (carcinoma de célula de pulmén, abre-
viado como “LCCa”) (LT21), SRCC811 (adenocarcinoma) (LT22), SRCC825 (adenocarcinoma) (LT8), SRCC886
(adenocarcinoma) (LT25), SRCC887 (carcinoma de célula escamosa) (LT26), SRCC888 (adenocarcinoma-carcino-
ma BAC) (LT27), SRCC889 (carcinoma de célula escamosa) (LT28), SRCC890 (carcinoma de célula escamosa)
(LT29), SRCC891 (adenocarcinoma) (LT30), SRCC892 (carcinoma de célula escamosa) (LT31), SRCC894 (adeno-
carcinoma) (LT33). También se incluyen tumores de pulmén humano denominados como SRCC1125 [HF-000631],
SRCC1127 [HF-000641], SRCC1129[HF-000643], SRCC1133[HF-000840], SRCC1135[HF-000842], SRCC1227
[HF-001291], SRCC1229[HF-001293], SRCC1230[HF-001294], SRCC1231[HF-001295], SRCC1232[HF-001296],
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SRCC1233[HF-001297], SRCC1235[HF-001299], SRCC1236[HF-001300], SRCC1296[HF-001640], SRCC1299
[HF-001643], SRCC1300[HF-001644], SRCC1301[HF-001645], SRCC1302[HF-001646], SRCC1303[HF-001647]
y SRCC1304[HF-001648].

Las lineas celulares de cancer de colon incluyen, por ejemplo, las lineas celulares de la ATCC SW480 (adeno-
carcinoma, SRCC776), SW620 (metastasis de nddulos linfaticos de adenocarcinoma de colon, SRCC777), Colo320
(carcinoma, SRCC778), HT29 (adenocarcinoma, SRCC779), HM7 (una variante de la linea celular de adenocarci-
noma de colon del ATCC altamente productora de mucina, SRCC780, obtenida del Dr. Robert Warren, UCSF), Ca-
WiDr (adenocarcinoma, SRCC781), HCT116 (carcinoma, SRCC782), SKCO1 (adenocarcinoma, SRCC783), SW403
(adenocarcinoma, SRCC784), LS174T (carcinoma, SRCC785), Colo205 (carcinoma, SRCC828), HCT15 (carcino-
ma, SRCC829), HCC2998 (carcinoma, SECC830), y KM12 (carcinoma, SRCC831). Los tumores de colon primarios
incluyen los adenocarcinomas de colon denominados como CT2 (SRCC742), CT3 (SRCC743), CT8 (SRCC744),
CT10 (SRCC745), CT12 (SRCC746), CT14 (SRCC747), CT15 (SRCC748), CT16 (SRCC749), CT17 (SRCC750),
CT1 (SRCC751), CT4 (SRCC752), CT5 (SRCC753), CT6 (SRCC754), CT7 (SRCC755), CT9 (SRCC756), CT11
(SRCC757), CT18 (SRCC758), CT19 (adenocarcinoma, SRCC906), CT20 (adenocarcinoma, SRCC907), CT21 (ade-
nocarcinoma, SRCC908), CT22 (adenocarcinoma, SRCC909), CT23 (adenocarcinoma, SRCC910), CT24 (adeno-
carcinoma, SRCC911), CT25 (adenocarcinoma, SRCC912), CT26 (adenocarcinoma, SRCC913), CT27 (adenocar-
cinoma, SRCC914), CT28 (adenocarcinoma, SRCC915), CT29 (adenocarcinoma, SRCC916), CT30 (adenocarci-
noma, SRCC917), CT31 (adenocarcinoma, SRCC918), CT32 (adenocarcinoma, SRCC919), CT33 (adenocarcino-
ma, SRCC920), CT35 (adenocarcinoma, SRCC921), y CT36 (adenocarcinoma, SRCC922). También se incluyen
los centros de tumores de colon humanos denominados como SRCC 1051 [HF-000499], SRCC1052 [HF-000539],
SRCC1053 [HF-000575], SRCC1054 [HF-000698], SRCC1059 [HF-000755], SRCC1060 [HF-000756], SRCC 1142
[HF-000762], SRCC1144 [HF-000789], SRCC1146 [HF-000795] y SRCC1148 [HF-000811].

Las lineas celulares de carcinoma de mama humano incluyen, por ejemplo, HBL100 (SRCC759), MB435s
(SRCC760), T47D (SRCC761), MB468 (SRCC762), MB 175 (SRCC763), MB361 (SRCC764), BT20 (SRCC765),
MCF7 (SRCC760) y SKBR3 (SRCC767), y centro de tumor de mama humano designados como SRCC1057 [HF-
000545]. También se incluyen los tumores de mama humanos designados como SRCC1094, SRCC 1095, SRCC1096,
SRCC1097, SRCC1098, SRCC1099, SRCC1100, SRCC1101, y tumor de mama-met-pulmén-NS humano designado
como SRCCS893 [LT32].

Los tumores de recto humano incluyen SRCC981 [HF-000550] y SRCC982 [HF-000551].
Los centros de tumores de rifién humano incluyen SRCC989 [HF-000611] y SRCC1014 [HF-000613].

El centro de tumor de testiculo humano incluyen SRCC1001 [HF-000733] y el margen de tumor de testiculo
SRCC999 [HF-000716].

Los tumores de paratiroides humana incluyen SRCC1002 [HF-000831] y SRC1003 [000832].

Los tumores de nddulo linfitico humano incluyen el SRCC 1004 [HF-000854], SRCC1005 [HF-000855] y
SRCC1006 [000856].

F. Distribucion tisular

Los resultados de los ensayos de amplificacion génica de la presente invencion pueden ser verificados mediante
estudios posteriores, tales como, la determinacién de la expresion de ARNm en varios tejidos humanos.

Como se ha indicado antes, la amplificacién génica y/o la expresién génica en varios tejidos pueden medirse
mediante transferencia Southern convencional, transferencia Northern para cuantificar la transcripcion del ARNm
(Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:5201-5205 [1980]), transferencia de manchas (analisis del ADN), o la
hibridacién in sifu, utilizando una sonda marcada apropiadamente, basada en las secuencias que se proporcionan
en la presente invencion. De forma alternativa, pueden emplearse anticuerpos que pueden reconocer cadenas dobles
especificas, incluyendo cadenas dobles de ADN, cadenas dobles de ARN, y cadenas dobles hibridas de ADN-ARN o
cadenas dobles de ADN-proteina.

Alternativamente, la expresion génica en varios tejidos también puede medirse mediante procedimientos inmu-
nolégicos, tales como la tincién inmunohistoquimica de secciones de tejido y el ensayo del cultivo celular o fluidos
corporales, para cuantificar directamente la expresion del producto génico. Los anticuerpos ttiles para la tincién in-
munohistoquimica y/o el ensayo de fluidos de muestras pueden ser monoclonales o policlonales, y pueden preparase
en cualquier mamifero. Convenientemente, los anticuerpos pueden prepararse contra un polipéptido PRO de secuen-
cia nativa o contra un péptido sintético basado en las secuencias de ADN proporcionadas aqui o contra la secuencia
exdgena fusionada a la secuencia de ADN de PRO y que codifica un epitopo del anticuerpo especifico. Las técnicas
generales para generar anticuerpos, y protocolos especiales para la transferencia Northern e hibridacién in situ se
proporcionan aqui a continuacién.

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2332916 T3

G. Mapeo cromosémico

Si la amplificacién de un gen determinado es funcionalmente relevante, el gen entonces deberia amplificarse mas
que las regiones gendmicas vecinas que no son importantes para la supervivencia del tumor. Para su ensayo, el gen
puede ser mapeado en un cromosoma determinado, por ejemplo, mediante andlisis de hibridos de radiacion. El nivel
de amplificacion se determina a continuacién en la localizacién identificada, y en las regiones genémicas vecinas. La
amplificacion selectiva o preferencial en la region gendmica en la que el gen se ha mapeado es consistente con la
posibilidad de que la amplificacién génica observada promueva el crecimiento tumoral o su supervivencia. El mapeo
cromosOmico incluye tanto el mapeo del armazén como del epicentro. Para mds detalles véase, por ejemplo, Stewart
et al., Genome Research, 7:422-433 (1997).

H. Estudios de union a anticuerpo

Los resultados del estudio de amplificacién génica pueden ademds verificarse mediante estudios de unién a anti-
cuerpos, en los que se analiza la capacidad de los anticuerpos anti-PRO para inhibir la expresion de los polipéptidos
PRO en las células tumorales (cdncer). Ejemplos de anticuerpos incluyen anticuerpos policlonales, monoclonales,
humanizados, biespecificos, y heteroconjugados, la preparacion de los cuales se describe aqui mds adelante.

Los estudios de unién a anticuerpo pueden llevarse a cabo en cualquier procedimiento de ensayo conocido, tales
como los ensayos de unién competitiva, ensayos en sandwich directo e indirecto, y ensayos de inmunoprecipitacion.
Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, pidg. 147-158 (CRC Press, Inc., 1987).

Los ensayos de unién competitiva se basan en la capacidad de un patrén marcado para competir con el analito de
la muestra a analizar por la unién con una cantidad limitada de anticuerpo. La cantidad de proteina diana (codificada
por un gen amplificado en una célula tumoral) en la muestra a analizar es inversamente proporcional a la cantidad
de patrén que se une a los anticuerpos. Para facilitar la determinacién de la cantidad de patrén que resulta unido, los
anticuerpos preferiblemente, se insolubilizan antes o después de la competicién, de manera que el patrén y el analito
que estdn unidos a los anticuerpos pueden separarse de forma conveniente del patrén y del analito que permanecen sin
unir.

Los ensayos sandwich implican el uso de dos anticuerpos, cada uno capaz de unirse a diferentes regiones inmuno-
génicas o epitopos de la proteina a detectar. En un ensayo de sindwich, el analito de la muestra a analizar se une a un
primer anticuerpo que estd inmovilizado en un soporte sélido, y a continuacién un segundo anticuerpo se une al ana-
lito, formando asf un complejo de tres partes insoluble. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos 4.376.110.
El segundo anticuerpo puede estar marcado con un grupo detectable (ensayos sandwich directos) o puede medirse
usando un anticuerpo anti-inmunoglobulina que esté marcado con un grupo detectable (ensayo sandwich indirecto).
Por ejemplo, un ensayo de sandwich es un ensayo ELISA, en cuyo caso el grupo detectable es una enzima.

Para inmunohistoquimica, la muestra tumoral puede ser fresca o congelada o puede estar embebida en parafina y
fijada con un conservante, tal como formalina, por ejemplo.

. Ensayos tumorales basados en células

Se pueden usar ensayos basados en células y modelos animales para tumores (por ejemplo, cdnceres) para verificar
los hallazgos del ensayo de amplificacidn génica, y mejorar el conocimiento de la relacion entre los genes identificados
aqui y el desarrollo y la patogénesis del crecimiento celular neoplasico. El papel de los productos génicos identificados
aqui en el desarrollo y la patologia de un tumor o cdncer puede analizarse usando células tumorales primarias o lineas
celulares en las que se ha identificado que amplifican los genes de la presente invencién. Dichas células incluyen, por
ejemplo, células de cdncer de mama, colon y pulmén y las lineas celulares indicadas anteriormente.

En una estrategia diferente, se transfectan células de un tipo celular que se sabe su implicacién en un tumor en par-
ticular con los ADNc aqui descritos y se analiza la capacidad de estos ADNc de inducir un crecimiento excesivo. Entre
las células adecuadas se incluyen, por ejemplo, lineas celulares tumorales estables, tales como la linea celular B104-
1-1 (linea celular NIH-3T3 estable transfectada con el protooncogén neu) y células NIH-3T3 transfectadas con ras,
que pueden ser transfectadas con el gen deseado y controladas respecto a su crecimiento tumorigénico. Dichas lineas
celulares transfectadas pueden usarse a continuacion para analizar la capacidad de anticuerpos policlonales 0 mono-
clonales o composiciones de anticuerpos para inhibir el crecimiento de células tumorigénicas al ejercer una actividad
citostdtica o citotdxica sobre el crecimiento de las células transformadas, o mediando la citotoxicidad celular depen-
diente del anticuerpo (ADCC). Las células transfectadas con las secuencias codificantes de los genes identificados
aqui pueden usarse ademads para la identificacion de farmacos candidatos para el tratamiento del céncer.

Ademds, pueden usarse cultivos primarios derivados de tumores en animales transgénicos (tal como se describe
mads adelante) en los ensayos basados en células aqui descritos, aunque se prefieren lineas celulares estables. Son bien
conocidas en el sector técnicas para derivar lineas celulares continuas a partir de animales transgénicos (véase, por
ejemplo, Small et al., Mol. Cell. Biol. 5:642-618 [1985]).
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J. Modelos animales

Es posible utilizar una variedad de modelos animales bien conocidos para entender en mayor profundidad el papel
de los genes identificados aqui en el desarrollo y la patogénesis de tumores, y para analizar la eficacia de los agentes
terapéuticos candidatos, incluyendo anticuerpos y otros antagonistas de los polipéptidos nativos, incluyendo molé-
culas pequefias antagonistas. La naturaleza in vivo de dichos modelos los hace particularmente ttiles predictivos de
respuestas en pacientes humanos. Entre los modelos animales de tumores y cdnceres (por ejemplo, cincer de mama, de
colon, de préstata, de pulmon, etc.) se incluyen tanto animales no recombinantes como recombinantes (transgénicos).
Entre los modelos animales no recombinantes se incluyen, por ejemplo, roedores, por ejemplo, modelos murinos. Di-
chos modelos pueden generarse introduciendo células tumorales en ratones singénicos usando técnicas estandar, por
ejemplo, inyeccion subcutdnea, inyeccion en la vena de la cola, implantacién en el bazo, implantacion intraperitoneal,
implantacién bajo la cdpsula renal, o implantacion ortotdpica, por ejemplo, células de cancer de colon implantadas en
un tejido coldénico (véase, por ejemplo, la publicacion PCT W097/33551, publicada el 18 de Septiembre de 1997).

Probablemente, la especie animal mds frecuentemente utilizada en estudios oncoldgicos son ratones inmunode-
ficientes y, en particular, ratones desnudos (“nude”). La observaciéon de que los ratones desnudos con hipo/aplasia
pueden actuar con éxito como un huésped para xenoinjertos de tumores humanos ha conducido a su uso generalizado
para este propo6sito. El gen autosémico recesivo nu se ha introducido en un gran nimero de distintas cepas congénitas
de ratones desnudos, incluyendo, por ejemplo, ASW, A/He, AKR, BALB/c, B10.LP, C17, C3H, C57BL, C57, CBA,
DBA, DDD, I/st, NC, NFR, NFS, NFS/N, NZB, NZC, NZW, P, RIIl, y SJL. Ademas, se han criado y usado como
receptores de xenoinjertos tumorales una amplia variedad de otros animales con defectos inmunolégicos heredados
diferentes del raton desnudo. Para mds detalles véase, por ejemplo, The Nude Mouse in Oncology Research, E. Boven
and B. Winograd, eds., CRC Press, Inc., 1991.

Las células introducidas en dichos animales pueden derivarse de lineas celulares conidas de un tumor/cancer,
tales como, cualquiera de las lineas celulares tumorales enumeradas anteriormente, y, por ejemplo, la linea celular
B104-1-1 (la linea celular NIH-3T3 estable transfectada con el protooncogén neu); células NIH-3T3 transfectadas
con ras; Caco-2 (ATCC HTB-37); una linea celular de adenocarcinoma de colon humano de grado Il moderadamente
bien diferenciado, HT-29 (ATCC HTB-38), o a partir de tumores y canceres. Las muestras de células tumorales o
cancerosas pueden obtenerse de pacientes que van a someterse a cirugia, usando condiciones estdndar, que implican
congelacién y almacenamiento en nitrégeno liquido (Karmali et al., Br. J. Cancer, 48:689-696).

Las células tumorales pueden introducirse en animales, tales como ratones desnudos, mediante una variedad de
procedimientos. El espacio subcutdneo (s.c.) en ratones es muy apropiado para la implantacion de tumores. Los tumo-
res pueden transplantarse s.c. como bloques s6lidos, como biopsias con aguja usando un trécar o como suspensiones
celulares. Para bloques sélidos o implantaciones por trécar, se introducen fragmentos de tejido tumoral de un tamafio
adecuado en el espacio s.c. Las suspensiones celulares se preparan en fresco a partir de tumores primarios o de lineas
celulares tumorales estables, y se inyectan subcutineamente. Las células tumorales pueden inyectarse también como
implantes subdérmicos. En esta localizacidon, el indculo se deposita entre la parte inferior del tejido conectivo dérmico
y el tejido s.c. Boven y Winograd (1991), supra.

Se pueden generar modelos animales de cancer de mama, por ejemplo, mediante la implantacién de células de
neuroblastoma de rata (de las cuales se aisl6 inicialmente el oncogén neu) o de células NIH-3T3 transformadas con
neu en animales desnudos, esencialmente tal como describe por Drebin et al., PNAS USA, 83:9129-9133 (1986).

De forma similar, se pueden generar modelos animales de cdncer de colon transfiriendo células de cdncer de colon
en animales, por ejemplo, ratones desnudos, lo que conduce a la aparicién de tumores en estos animales. Se ha descrito
un modelo de transplante ortotopico de cancer de colon humano en ratones desnudos, por ejemplo por Wang et al.,
Cancer Research, 54:4726-4728 (1994) y Too et al., Cancer Research, 55:681-684 (1995). Este modelo se basa en el
Ilamado “METAMOUSE” vendido por AntiCancer, Inc., (San Diego, California).

Los tumores que se generan en los animales pueden extraerse y cultivarse in vitro. Las células procedentes de los
cultivos in vitro pueden transferirse entonces a animales. Dichos tumores pueden servir como dianas para un posterior
andlisis o cribado de farmacos. Alternativamente, los tumores resultantes de la transferencia pueden aislarse y se
puede analizar el ARN procedente de las células antes de la transferencia y de las células aisladas después de una
o més rondas de transferencia para determinar la expresion diferencial de los genes de interés. Dichas técnicas de
transferencia pueden realizase con cualquier linea celular tumoral o cancerosa conocida.

Por ejemplo, Meth A, CMS4, CMSS5, CMS21, y WEHI-164 son fibrosarcomas inducidos quimicamente de ratones
hembra BALB/c (DeLeo et al., J. Exp. Med., 146:720 [1977]), que proporcionan un sistema modelo altamente con-
trolable para el estudio de las actividades antitumorales de diversos agentes (Palladino et al., J. Immunol., 138:4023-
4032. Brevemente, se propagan células tumorales in vitro en cultivo celular. Antes de la inyeccién en los animales, las
lineas celulares se lavan y se resuspenden en tamp6n, a una densidad celular de aproximadamente 10x10° a 10x107
células/ml. Los animales se infectan entonces subcutdneamente con 10 a 100 ul de la suspension celular, que permiten
la aparicién de un tumor en una a tres semanas.

Ademds, el carcinoma de pulmén de Lewis (3LL) de ratones, que es uno de los tumores experimentales mas am-
pliamente estudiados, puede utilizarse como modelo de tumor de investigacion. La eficacia de este modelo de tumor se
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ha correlacionado con los efectos beneficiosos en el tratamiento de pacientes humanos diagnosticados con carcinoma
de célula pequenia de pulmén (SCCL). Este tumor puede introducirse en ratones normales mediante inyeccion de frag-
mentos de tumores de un ratén afectado o de células mantenidas en cultivo (Zupi et al., Br. J. Cancer, 41: suppl.4:309
[1980]), y existen evidencias que indican que los tumores pueden iniciarse a partir de la inyeccién de incluso una
unica célula y que una proporcién muy alta de células tumorales infectadas sobreviven. Para mas informacién sobre
este modelo de tumor véase, Zacharski, Haemostasis, 16:300-320 [1986].

Una manera de evaluar la eficacia de un compuesto a analizar en un modelo animal sobre un tumor implantado es
medir el tamafio del tumor antes y después del tratamiento. Tradicionalmente, se ha medido el tamafio de los tumores
implantados con un portaobjetos calibrador en dos o tres dimensiones. La medida limitada a dos dimensiones no refleja
de forma precisa el tamafio del tumor, por tanto, habitualmente se convierte en el volumen correspondiente usando
una férmula matematica. Sin embargo, la medida del tamafio del tumor es muy poco precisa. Los efectos terapéuticos
de un farmaco candidato pueden describirse mejor como el retraso en el crecimiento inducido por el tratamiento
y el retraso especifico del crecimiento. Otra variable importante en la descripcion del crecimiento del tumor es el
tiempo de duplicacién del volumen del tumor. Existen programas informdticos para el célculo y la descripcion del
crecimiento tumoral, tales como el programa descrito por Rygaard y Spang-Thomsen, Proc. 6th Int Workshop on
Immune-Deficient Animals. Wu y Sheng eds., Basel, 1989,301. Cabe destacar, sin embargo, que al menos inicialmente,
los procesos de necrosis y respuestas inflamatorias después el tratamiento pueden realmente dar lugar a un aumento
del tamafio del tumor. Por tanto, estos cambios deber ser monitorizados cuidadosamente mediante una combinacién
de un procedimiento morfométrico y andlisis por citometria de flujo.

Se pueden disefiar modelos animales recombinantes (transgénicos) introduciendo la regién codificante de los genes
identificados aqui en el genoma de animales de interés, usando técnicas estandar para la produccion de animales trans-
génicos. Entre los animales que pueden ser objeto de manipulacién transgénica se incluyen, sin limitacion, ratones,
ratas, conejos, cobayas, cordero, cabras, cerdos y primatos no humanos, por ejemplo, babuinos, chimpancés y monos.
Entre las técnicas conocidas en el sector para introducir un transgén en dichos animales se incluyen la microinyec-
cién pronuclear (Hoppe y Wanger, patente de Estados Unidos 4.873.191); la transferencia génica en lineas germinales
mediada por retrovirus (por ejemplo, Van der Putten et al., Proc Natl. Aca. Sci. USA, 82:6148-615[1985]; el reco-
nocimiento génico en células madre embrionarias (Thompson et al., Cell, 56:313-321 [1989]); la electroporacién de
embriones (Lo, Mol. Cell Biol., 3:1803-1814 [1983]); la transferencia génica mediada por esperma (Lavitrano et al.,
Cell, 57:717-73 [1989]). Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos 4.736.866 para la revision del tema.

Para el objetivo de la presente invencion, entre los animales transgénicos se incluyen también aquellos que portan
el transgén sélo en parte de sus células (“animales mosaico”). El transgén puede integrarse como un Unico transgén,
0 en concatameros, por ejemplo, tindems cabeza-cabeza, cabeza-cola. La introduccidn selectiva de un transgén en un
tipo de célula en particular también es posible siguiendo, por ejemplo, la técnica de Lasko et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 89:6232-636 (1992).

La expresion del transgén en animales transgénicos puede controlarse mediante técnicas estdndar. Por ejemplo,
puede utilizarse el andlisis de transferencia Southern o la amplificacién por PCR para verificar la integracion del
transgén. El nivel de expresiéon de ARNm puede analizarse a continuacién usando técnicas, tales como la hibridacién
in situ, el andlisis por transferencia Northern, la PCR, o la inmunocitoquimica. Los animales se examinan ademds para
determinar signos de desarrollo canceroso o tumoral.

Alternativamente, se pueden construir animales “knock out” que tienen un gen defectuoso o alterado que codifica
un polipéptido PRO identificado aqui, como resultado de una recombinacién homdloga entre el gen endégeno que
codifica el polipéptido y un ADN genémico alterado que codifica el mismo polipéptido introducido en una célula
embrionaria del animal. Por ejemplo, puede usarse el ADNc que codifica un polipéptido PRO para clonar el ADN
gendémico que codifica este polipéptido segin técnicas establecidas. Se puede eliminar o sustituir una fraccioén del
ADN gendémico que codifica un polipéptido PRO particular por otro gen, tal como un gen que codifica un marcador
seleccionable que puede utilizarse para hacer un seguimiento de la integracién. Habitualmente, se incluyen en el vector
varias kilobases de ADN flanqueante no modificado (tanto en el extremo 5° como 3’) [véase, por ejemplo, Thomas y
Capecchi, Cell, 51:503 (1987) para la descripcién de vectores de recombinaciéon homdloga]. El vector se introduce en
una linea de células madre embrionarias (por ejemplo, por electroporacion) y se seleccionan las células en las que el
ADN introducido se ha recombinado homélogamente con el ADN endégeno [véase, por ejemplo, Li et al., Cell, 69:915
(1992)]. A continuacidn, las células seleccionadas se inyectan entonces en un blastocito de un animal (por ejemplo,
un ratén o una rata) para formar quimeras de agregacién [véase, por ejemplo, Bradley, en Teratocarcinormas and
Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, E.J. Robertson, ed. (IRL, Oxford, 1987), pag. 113-152]. A continuacion,
puede implantarse un embrién quimérico en un animal adoptivo hembra pseudoprefiada adecuada, y el embrién nacié
para crear un animal “knock-out”. La progenie que alberga el ADN recombinado homdélogamente en sus células
germinales puede identificarse mediante técnicas estdndares y usarse para criar animales en los que todas las células del
animal contienen el ADN recombinado homdlogamente. Los animales knock-out pueden caracterizarse, por ejemplo,
por su capacidad para defenderse contra ciertas afecciones patoldgicas y por su desarrollo de afecciones patoldgicas
debido a la ausencia del polipéptido PRO.

La eficacia de anticuerpos que se unen especificamente a los polipéptidos aqui identificados y a otros fairmacos
candidatos, puede analizarse también en el tratamiento de tumores de animales espontdneos. Una diana adecuada
para dichos estudios es el carcinoma de célula escamosa (SCC) oral felina. E1 SCC oral felino es un tumor maligno
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altamente invasivo, es el tumor oral mds comun en gatos, ya que supone un 60% de los tumores orales descritos en
esta especie. Raramente desarrolla metéstasis en puntos distantes, aunque esta baja incidencia de metdstasis puede
ser un mero reflejo del corto tiempo de supervivencia que muestran los gatos con este tumor. Habitualmente, estos
tumores no son susceptibles de cirugia, principalmente debido a la anatomia de la cavidad oral del felino. En la
actualidad, no existe un tratamiento efectivo para este tumor. Antes de entrar en el estudio, cada gato se somete a un
examen clinico completo, a una biopsia y es escaneado mediante tomografia computerizada (CT). Los gatos a los que
se les diagnostica tumores orales sublinguales de células escamosas se excluyen del estudio. La lengua puede llegar
a paralizarse como resultado de dicho tumor, e incluso si el tratamiento destruye el tumor, los animales pueden no
ser capaces de alimentarse por si solos. Cada gato se trata de forma repetida durante un largo periodo de tiempo. Se
toman fotograffas de los tumores diariamente durante el periodo de tratamiento, y en cada chequeo posterior. Tras
el tratamiento, cada gato se somete a otro escdner CT. A partir de entonces, los escdneres por CT y las radiografias
toracicas se evaliian cada 8 semanas. Se analizan los datos en busca de diferencias en la supervivencia, la respuesta y
la toxicidad en comparacién con los grupos de control. Una repuesta positiva puede requerir evidencias de la regresién
tumoral, preferiblemente con una mejora en la calidad de vida y/o un aumento de la esperanza de vida.

Ademds también pueden analizarse otros tumores de animales espontdneos, tales como el fibrosarcoma, el ade-
nocarcinoma, el linfoma, el condroma, el leiomiosarcoma de perros, gatos y babuinos. De éstos, el adenocarcinoma
mamario en perros y gatos es un modelo preferido ya que su apariencia y comportamiento es muy similar al de los
humanos. Sin embargo, el uso de este modelo estd limitado por la baja incidencia de este tipo de tumores en animales.

K. Ensayos de cribado de farmacos candidatos

Los ensayos de cribado de farmacos candidatos estin disefiados para identificar compuestos que se unen o for-
man complejos con los polipéptidos codificados por los genes identificados aqui, o de otro modo interfieren con la
interaccién de los polipéptidos codificados con otras proteinas celulares. Dichos ensayos de cribado incluirdn ensa-
yos susceptibles de cribado de alto rendimiento o bibliotecas quimicas, haciéndolos particularmente adecuados para
la identificacién de pequefias moléculas como farmacos candidatos. Entre las pequefias moléculas contempladas se
incluyen compuestos sintéticos orgdnicos o inorgdnicos, incluyendo péptidos, preferiblemente péptidos solubles, fu-
siones de (poli)péptidos e inmunoglobulinas, y, en particular, anticuerpos, incluyendo, sin limitacién, anticuerpos poli
y monoclonales y fragmentos de anticuerpos, anticuerpos de una sola cadena, anticuerpos antiidiotipicos, y versiones
quiméricas o humanizadas de dichos anticuerpos o fragmentos, asi como anticuerpos humanos y fragmentos de los
mismos. Los ensayos pueden realizarse en una variedad de formatos, incluyendo ensayos de unién de proteina-protei-
na, ensayos de cribado bioquimicos, inmunoensayos y ensayos basados en células, que estdn bien caracterizados en la
técnica.

Todos los ensayos tienen en comin que requieren el contacto del farmaco candidato con un polipéptido codificado
por un dcido nucleico aqui identificado en condiciones y durante un tiempo suficiente para permitir que estos dos
componentes interaccionen.

En ensayos de union, la interaccion es la unién y el complejo formado puede aislarse o detectarse en la mezcla de
reaccion. En una realizacidn en particular, el polipéptido codificado por el gen identificado aqui o el firmaco candidato
se inmovilizan sobre una fase sélida, por ejemplo, en una placa de microtitulacién, mediante uniones covalentes o no
covalentes. La unién no covalente generalmente se realiza mediante el recubrimiento de la superficie sélida con una
solucién del polipéptido y dejandolo secar. Alternativamente, puede utilizarse un anticuerpo inmovilizado, por ejem-
plo, un anticuerpo monoclonal, especifico para el polipéptido a ser inmovilizado para fijarlo a una superficie sélida. El
ensayo se realiza afladiendo el componente no inmovilizado, que puede estar marcado con un marcador detectable, al
componente inmovilizado, por ejemplo, la superficie recubierta que contiene el componente fijado. Cuando la reaccién
se ha completado, se eliminan los componentes que no han reaccionado, por ejemplo, mediante lavado, y se detec-
tan los complejos fijados en la superficie s6lida. Cuando el componente originalmente no inmovilizado transporta un
marcador detectable, la deteccién del marcador inmovilizado en la superficie indica que el complejo se ha formado.
Cuando el componente originalmente no inmovilizado en un principio no transporta un marcador, se puede detec-
tar la formacion del complejo, por ejemplo, usando un anticuerpo marcado que se une especificamente al complejo
inmovilizado.

Si el compuesto candidato interacciona pero no se une a un polipéptido PRO particular codificado por un gen
identificado aqui, su interaccién con este polipéptido puede ser analizada mediante procedimientos bien conocidos
para detectar interacciones proteina-proteina. Dichos ensayos incluyen estrategias tradicionales, tales como el entre-
cruzamiento, la coinmunoprecipitacion, y la copurificacién a través de gradientes o en columnas cromatograficas.
Ademds, las interacciones proteina-proteina pueden controlarse utilizando un sistema genético basado en levaduras
descrito por Fields y colaboradores [Fields and Song, Nature, 340:245-246 (1989); Chien et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 88:9578-9582 (1991)] como se describe en Chevray y Nathans, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:5789-5793
(1991)]. Muchos activadores transcripcionales, tales como GAL4 de levadura, consisten en dos dominios modulares
fisicamente discretos, uno que actia como el dominio de unién a ADN, mientras que el otro funciona como el dominio
de activacion de la transcripcion. El sistema de expresion en levaduras descrito en las publicaciones antes menciona-
das (generalmente denominados como “sistema del doble hibrido™) aprovecha esta propiedad, y utiliza dos proteinas
hibridas, una en la que la proteina diana se fusiona al dominio de unién a ADN de GAL4, y otra en la que las que
proteinas activadoras candidatas se fusionan al dominio de activacién. La expresion de un gen informador GAL1/lacZ
bajo el control de un promotor activado por GAL4, depende de la reconstitucién de la actividad GAL4 a través de la

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2332916 T3

interaccién proteina-proteina. Las colonias que contienen polipéptidos que interaccionan se detectan con un sustrato
cromogénico para la B-galactosidasa. Existe un kit completo (MATCHMAKER™) disponible comercialmente por
Clontech para la identificacién de interacciones proteina-proteina entre dos proteinas especificas usando la técnica del
doble hibrido. Este sistema también puede extenderse para localizar dominios proteicos implicados en interacciones
proteicas especificas, asi como para sefialar los residuos de aminodcidos que son cruciales para estas interacciones.

Los compuestos que interfieren con la interaccion de un gen identificado aqui que codifica PRO y otros compo-
nentes intra o extracelulares pueden ser analizados tal como se indica a continuacién: habitualmente se prepara una
mezcla de reaccion que contiene el producto del gen amplificado y el componente intra o extracelular en condiciones
y durante un tiempos para permitir la interaccién y la unién de los dos productos. Para analizar la capacidad de un
compuesto a analizar para inhibir la unidn, la reaccidn se realiza en ausencia y en presencia del compuesto a analizar.
Ademads, puede afiadirse un placebo a una tercera mezcla de reaccién para utilizarse como control positivo. La unién
(formacién del complejo) entre el compuesto a analizar y el componente intra o extracelular presente en la mezcla se
controla tal como se describi6 anteriormente. La formacién de un complejo en la reaccién o reacciones de control,
pero no en la mezcla de reaccidn, que contiene el compuesto a analizar indica que el compuesto a analizar interfiere
con la interaccién del compuesto a analizar y su pareja de reaccidn.

Para analizar antagonistas, el polipéptido PRO puede afiadirse a una célula junto con el compuesto a cribar por una
actividad particular y la capacidad del compuesto para inhibir la actividad de interés en presencia del polipéptido PRO
indica que el compuesto es un antagonista del polipéptido PRO. Alternativamente, se pueden detectar antagonistas
mediante la combinacidn del polipéptido PRO y un potencial antagonista con receptores del polipéptido PRO unidos
a membrana o receptores recombinantes bajo condiciones adecuadas para un ensayo de inhibicién competitiva. El
polipéptido PRO puede marcarse, mediante, por ejemplo, radioactividad, de manera que el nimero de moléculas
del polipéptido PRO unidas al receptor pueden usarse para determinar la eficacia del potencial antagonista. El gen
que codifica el receptor puede identificarse mediante numerosos procedimientos conocidos por los expertos en la
materia, por ejemplo, “panning” de ligandos y separacion por FACS. Coligan et al., Current Protocolos in Immun.,
1(2): capitulo 5(1991). Preferiblemente, se emplea la clonacién de expresion donde se prepara ARN poliadenilado
a partir de una célula sensible al polipéptido PRO y una biblioteca de ADNc creada a partir de este ARN se divide
en grupos y se usa para transfectar células COS u otras células que no son sensibles al polipéptido PRO. Las células
transfectadas que crecen en portaobjetos de cristal se exponen al polipéptido PRO marcado. El polipéptido PRO
puede marcarse mediante distintos medios incluyendo la yodacién o la inclusién de un sitio de reconocimiento para
una proteina quinasa especifica para un sitio. Tras la fijacién e incubacidn, los portaobjetos se someten a un andlisis
autorradiogréfico. Los grupos positivos se identifican y se preparan subgrupos y se retransfectan usando un proceso
interactivo de subagrupamiento y recribado, que finalmente producen un tnico clon que codifica el receptor putativo.

Como estrategia alternativa para la identificacién de un receptor, el polipéptido PRO marcado puede unirse por
fotoafinidad con preparaciones de membrana o extractos celulares que expresan la molécula receptora. El material en-
trecruzado se resuelve por PAGE y se expone a una pelicula de rayos X. El complejo marcado que contiene el receptor
puede cortarse, separarse en pequefios fragmentos y someterse a microsecuenciacion de proteinas. La secuencia de
aminodcidos obtenida por microsecuenciacién se utilizaria para disefiar un conjunto de sondas de oligonucledtidos
degenerados para cribar una biblioteca de ADNc para identificar el gen que codifica el receptor putativo.

En otro ensayo para antagonistas, se incubarian células de mamifero o una preparacién de membrana que expresan
el receptor con el polipéptido PRO marcado en presencia del compuesto candidato. A continuacién, se podria medir
la capacidad del compuesto de aumentar o bloquear esta interaccion.

Ejemplos mds especificos de potenciales antagonistas incluyen un oligonucleétido que se une a las fusiones de
inmunoglobulina con el polipéptido PRO y, en particular, anticuerpos que incluyen, sin limitacién, anticuerpos po-
liclonales y monoclonales y fragmentos de anticuerpos, anticuerpos de cadena unica, anticuerpos antiidiotipicos, y
versiones quiméricas o humanizadas de dichos anticuerpos o fragmentos, asi como anticuerpos humanos y fragmen-
tos de anticuerpos. Alternativamente, un potencial antagonista puede ser una proteina estrechamente relacionada, por
ejemplo, una forma mutada del polipéptido PRO que reconozca el receptor, pero que no ejerza ningun efecto, inhi-
biendo asi competitivamente la accién del polipéptido PRO.

Otro antagonista potencial del polipéptido PRO es una construcciéon de ARN o ADN no codificante preparada
usando la tecnologia antisentido, donde, por ejemplo, una molécula de ADN o ARN no codificante actiia bloqueando
directamente la traduccién de ARNm mediante la hibridacién con el ARNm diana y evitando la traduccién de la pro-
tefna. La tecnologia antisentido puede usarse para controlar la expresion génica a través de la formacién de una triple
hélice o del ADN o ARN no codificante, ambos procedimientos basados en la unién de un polinucleétido al ADN
o al ARN. Por ejemplo, la regién codificante 5’ de la secuencia de polinucleétidos, que codifica el polipéptido PRO
maduro de la presente invencién se usa para disefiar un oligonucleétido de ARN no codificante de aproximadamente
10 a 40 pares de bases de longitud. Se disefia un oligonucleétido de ADN que sea complementario a una regién del gen
implicado en la transcripcion (triple hélice- véase, Lee et al., Nucl. Acids Res., 6: 3073 (1979); Cooney et al., Science,
241:456 (1988): Dervan et al., Science, 251:1360 (1991)], evitando asf la transcripcién y la produccién del polipéptido
PRO. El oligonucleétido de ARN no codificante se hibrida con el ARNm in vivo y bloquea la traduccion de la molécula
de ARNm en el polipéptido PRO (no codificante-Okano, Neurochem., 56:560 (1991); Oligodeoxynucleotides as Anti-
sense Inhibitors of Gene Expresién (CRC Press: Boca Raton, FL, 1988). Los oligonucle6tidos descritos anteriormente
pueden también liberarse a células, de manera que el ARN o ADN antisentido puede ser expresado in vivo para inhibir
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la produccién del polipéptido PRO. Cuando se usa un ADN no codificante, se prefieren oligodesoxirribonucleétidos
derivados del la regién de inicio de la traduccidn, por ejemplo, entre las posiciones de aproximadamente -10 a +10 de
la secuencia de nucleétidos del gen diana.

Las moléculas de ADN o ARN no codificantes tienen generalmente una longitud de por lo menos aproxima-
damente 5 bases, de aproximadamente 10 bases, de aproximadamente 15 bases, de aproximadamente 20 bases, de
aproximadamente 25 bases, de aproximadamente 30 bases, de aproximadamente 35 bases, de aproximadamente 40
bases, de aproximadamente 45 bases, de aproximadamente 50 bases, de aproximadamente 55 bases, de aproxima-
damente 60 bases, de aproximadamente 65 bases, de aproximadamente 70 bases, de aproximadamente 75 bases, de
aproximadamente 80 bases, de aproximadamente 85 bases, de aproximadamente 90 bases, de aproximadamente 95
bases, de aproximadamente 100 bases, o mads.

Entre los potenciales antagonistas se incluyen moléculas pequefias que se unen al sitio activo, al sitio de unién al
receptor, o al factor de crecimiento u otro sitio de unién relevante del polipéptido PRO, bloqueando asi la actividad
biolégica normal del polipéptido PRO. Entre los ejemplos de pequefias moléculas se incluyen, pero sin limitacion,
pequeiios péptidos o moléculas de tipo peptidico, preferiblemente, péptidos solubles, y compuestos organicos o inor-
ganicos no peptidicos sintéticos.

Las ribozimas son moléculas de ARN enzimadticas capaces de catalizar la fragmentacion especifica del ARN. Las
ribozimas actian mediante hibridacién especifica de secuencia al ARN diana complementario, seguido por la divisién
endonucleolitica. Los sitios de fragmentacion especifica de la ribozima en una diana potencial de ARN se pueden
identificar mediante técnicas conocidas. Para mas detalles véase, por ejemplo, Rossi Current Biology, 4: 469-471
(1994), y la publicacién PCT WO097/33.551 (publicada el 18 de septiembre de 1997).

Las moléculas de 4cido nucleico en formacién de triple hélice usadas para inhibir la transcripcion deberén ser de
cadena sencilla y compuestas de desoxinucledtidos. La composicioén de bases de estos oligonucledtidos se disefia de
manera que se induce la formacién de la triple hélice a través de las reglas de emparejamiento de bases de Hoogsteen,
las cuales generalmente requieren considerables tramos adaptables de purinas o pirimidinas en una cadena de la cadena
doble. Para mas detalles véase, por ejemplo, la publicaciéon PCT WO 97/33551, supra.

Estas pequefias moléculas pueden identificarse mediante uno o mds de los ensayos de cribado descritos aqui ante-
riormente y/o mediante cualquier otra técnica de cribado bien conocida por los expertos en la materia.

L. Composiciones y procedimientos para el tratamiento de tumores

Las composiciones ttiles en el tratamiento de tumores asociados con la amplificacién de los genes identificados
aqui incluyen, sin limitacion, anticuerpos, pequefias moléculas orgdnicas e inorganicas, péptidos, fosfopéptidos, molé-
culas no codificantes y ribozimas, moléculas de triple hélice, etc, que inhiben la expresién y/o la actividad del producto
génico diana.

Por ejemplo, las moléculas de ARN y ARN no codificante actiian para bloquear directamente la traduccién del
ARNm mediante la hibridacién al ARNm diana y evitando asi la traduccién de proteina. Cuando se usa un ADN no
codificante, se prefieren oligodesoxiribonucleétidos derivados del sitio de inicio de la traduccién, por ejemplo, entre
aproximadamente la posicién -10 y +10 de la secuencia de nucleétidos del gen diana.

Las ribozimas son moléculas de ARN enziméticas capaces de catalizar la fragmentacién especifica del ARN. Las
ribozimas actian mediante hibridacion especifica de secuencia al ARN diana complementario, seguido por la divisién
endonucleolitica. Los sitios de fragmentacion especifica de la ribozima en una diana potencial de ARN se pueden
identificar mediante técnicas conocidas. Para mds detalles véase, por ejemplo, Rossi Current Biology, 4: 469-471
(1994), y la publicacién PCT W097/33.551 (publicada el 18 de septiembre de 1997).

Las moléculas de 4cido nucleico en formacién de triple hélice usadas para inhibir la transcripcién deberan ser de
cadena sencilla y compuestas de desoxinucleétidos. La composicion de bases de estos oligonucleétidos se disefia de
manera que se induce la formacién de la triple hélice a través de las reglas de emparejamiento de bases de Hoogsteen,
las cuales generalmente requieren considerables tramos adaptables de purinas o pirimidinas en una cadena de la cadena
doble. Para més detalles véase, por ejemplo, la publicacion PCT WO 97/33551, supra.

Estas moléculas pueden identificarse mediante uno o una combinacién de los ensayos de cribado descritos aqui
anteriormente y/o mediante cualquier otra técnica de cribado bien conocida por los expertos en la materia.

M. Anticuerpos
Algunos de los fairmacos candidatos mds prometedores segtin la presente invencién son anticuerpos y fragmentos

de anticuerpos que pueden inhibir la produccién o el producto génico de los genes amplificados identificados aqui y/o
reducir la actividad de los productos génicos.
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1. Anticuerpos policlonales

Los procedimientos de preparacién de anticuerpos policlonales son conocidos para el experto en la materia. Los
anticuerpos policlonales se pueden desarrollar en un mamifero, por ejemplo, mediante una o mas inyecciones de un
agente inmunizante y, si se desea, un adyuvante. Habitualmente, el agente inmunizante y/o adyuvante se inyectardn en
el mamifero mediante inyecciones miiltiples subcutdneas o intraperitoneales. El agente inmunizante puede incluir el
polipéptido PRO o una protema de fusién del mismo. Puede ser util conjugar el agente inmunizante a una protema co-
nocida por ser 1nmun0gen1ca en el mamifero que se inmuniza. Entre los ejemplos de dichas proteinas inmunogénicas
se incluyen, pero sin limitacion, hemocianina de la lapa californiana, albimina de suero, tiroglobulina bovina, e inhi-
bidor de tripsina de soja. Entre los ejemplos de adyuvantes que se pueden utilizar se incluyen el adyuvante completo
de Freund y el adyuvante MPL-TDM (monofosforil Lipido A, dicorinomicolato de trehalosa sintético). El protocolo
de inmunizacién se puede seleccionar por un experto en la materia sin una gran experimentacion.

2. Anticuerpos monoclonales

Alternativamente, los anticuerpos anti-PRO pueden ser anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos monoclonales
se pueden preparar utilizando procedimientos de hibridoma, tales como los descritos por Kohler y Milstein, Nature,
256: 495 (1975). En un procedimiento de hibridoma, se inmuniza habitualmente un ratén, un hdmster u otro animal
huésped apropiado con un agente inmunizante para obtener linfocitos que producen o son capaces de producir anti-
cuerpos que se unirdn especificamente al agente inmunizante. Alternativamente, los linfocitos se pueden inmunizar in
vitro.

El agente inmunizante incluird habitualmente el polipéptido PRO, incluyendo fragmentos o una proteina de fusién
de dicha proteina o un fragmento de los mismos. Generalmente, se utilizan linfocitos de sangre periférica (“PLBs”) si
se desean células de origen humano, o células de bazo o células de nddulos linfaticos si se desean fuentes de mami-
feros no humanos. A continuacién, los linfocitos se fusionan con una linea celular inmortalizada utilizando un agente
de fusién adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una célula de hibridoma [Coding, Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice, Academia Press, (1986), paginas 59-103]. Las lineas celulares inmortalizadas son habitual-
mente células de mamifero transformadas, particularmente células de mieloma de origen roedor, bovino y humano.
Habitualmente, se utilizan lineas celulares de mieloma de rata o ratén. Las células de hibridoma se pueden cultivar
en un medio de cultivo adecuado que preferiblemente contiene una o mds sustancias que inhiben el crecimiento o la
supervivencia de las células inmortalizadas no fusionadas. Por ejemplo, si las células parentales carecen de la enzima
hipoxantina guanina fosforribosiltransferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas incluird ha-
bitualmente hipoxantina, aminopterina y timidina (“medio HAT”), cuyas sustancias evitan el crecimiento de células
deficientes en HGPRT.

Las lineas celulares inmortalizadas preferidas son aquéllas que se fusionan de manera eficaz, promueven un nivel
de expresion elevado estable de anticuerpos por las células productoras de anticuerpos seleccionadas, y son sensibles a
un medio, tal como medio HAT. Las lineas celulares inmortalizadas mds preferidas son lineas de mieloma murino, que
se pueden obtener, por ejemplo, del Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, California y la American Type
Culture Collection, Manassas, Virginia. Se han descrito también lineas celulares de mieloma humano y heteromieloma
de ratén-humano para la produccién de anticuerpos monoclonales humanos [Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984);
Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., Nueva York,
(1987) paginas, 51-63].

A continuacién, el medio de cultivo en el que las células de hibridoma se cultivan se pueden analizar para la
presencia de anticuerpos monoclonales dirigidos contra polipéptidos PRO. Preferiblemente, la especificidad de unién
de anticuerpos monoclonales producidos por las células de hibridoma se determina mediante inmunoprecipitaciéon o
mediante un ensayo de unidn in vitro, tal como radioinmunoensayo (RIA) o ensayo inmunoabsorbente unido a enzima
(ELISA). Dichas técnicas y ensayos se conocen en el sector. La afinidad de unién del anticuerpo monoclonal se puede
determinar, por ejemplo, mediante el analisis Scatchard de Munson y Pollard, Anal. Biochem., 107: 220 (1980).

Después de identificar las células de hibridoma deseadas, los clones se pueden subclonar mediante procedimientos
de dilucién limitante y se pueden desarrollar mediante procedimientos estdndar [Goding, supra]. Entre los medios
de cultivo adecuados para este objetivo se incluyen, por ejemplo, medio de Eagle modificado por Dulbecco y medio
RPMI-1640. Alternativamente, las células de hibridoma se pueden desarrollar in vivo como fluido ascitico en un
mamifero.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones se pueden aislar o purificar del medio de cultivo o
fluido ascitico mediante procedimientos convencionales de purificacién de inmunoglobulinas, tales como, por ejemplo,
proteina A-sefarosa, cromatografia en hidroxilapatito, eletroforesis en gel, didlisis, o cromatografia de afinidad.

Los anticuerpos monoclonales también se pueden fabricar mediante procedimientos de ADN recombinante, tales
como los descritos en la Patente de Estados Unidos No. 4.816.567. E1 ADN que codifica los anticuerpos monoclona-
les de la presente invencion se pueden aislar ficilmente y secuenciar utilizando procedimientos convencionales (por
ejemplo, mediante la utilizacién de sondas de oligonucleétidos que son capaces de unirse especificamente a genes que
codifican las cadenas ligeras y pesadas de anticuerpos murinos). Las células de hibridoma de la presente invencién
sirven como una fuente de dicho ADN. Una vez aislado, el ADN se puede colocar en vectores de expresion, que a
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continuacidn se transfectan en células huésped, tales como células COS de simio, células de ovario de hamster chino
(CHO) o células de mieloma que no producen de otro modo proteina de inmunoglobulina, para obtener la sintesis
de anticuerpos monoclonales en las células huésped recombinantes. E1 ADN también se puede modificar, por ejem-
plo, sustituyendo la secuencia codificante para los dominios constantes de cadena pesada y ligera humanos en lugar
de las secuencias homdlogas murinas [Patente de Estados Unidos No. 4.816.567; Morrison et al., supra] o uniendo
covalentemente a la secuencia codificante de la inmunoglobulina toda o parte de la secuencia codificante para un poli-
péptido que no es inmunoglobulina. Dicho polipéptido que no es inmunoglobulina se puede sustituir por los dominios
constantes de un anticuerpo de la presente invencién, o se pueden sustituir por los dominios variables de un sitio de
combinacidén a antigeno de un anticuerpo de la presente invencion para crear un anticuerpo quimérico bivalente.

Los anticuerpos son preferiblemente anticuerpos monovalentes. Los procedimientos para preparar anticuerpos
monovalentes son conocidos en la técnica. Por ejemplo, un procedimiento implica la expresiéon recombinante de la
cadena ligera y la cadena pesada modificada de la inmunoglobulina. La cadena pesada se trunca generalmente en
cualquier punto en la regién Fc para evitar el entrecruzamiento de la cadena pesada. Alternativamente, los residuos de
cisteina pertinentes se sustituyen por otro residuo de amino4cido o se eliminan para evitar el entrecruzamiento.

Los procedimientos in vitro también son adecuados para preparar anticuerpos monovalentes. La digestion de anti-
cuerpos para producir fragmentos de los mismos, particularmente, fragmentos Fab, se puede realizar utilizando técni-
cas rutinarias conocidas en el sector.

3. Anticuerpos humanos y humanizados

Los anticuerpos anti-PRO pueden comprender ademads anticuerpos humanizados o anticuerpos humanos. Las for-
mas humanizadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son inmunoglobulinas quiméricas, cadenas de
inmunoglobulinas o fragmentos de las mismas (tales como Fv, Fab, Fab’, F(ab’), u otras subsecuencias de unién a
antigeno de los anticuerpos) que contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. Entre los
anticuerpos humanizados se incluyen inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que los residuos de una
region determinante de complementariedad (CDR) del receptor se sustituyen por residuos de una CDR de una especie
no humana (anticuerpo dador), tal como ratén, rata o conejo que tienen la especificidad, afinidad y capacidad deseadas.
En algunos casos, los residuos del armazén de Fv de la inmunoglobulina humana se sustituyen por los residuos no
humanos correspondientes. Los anticuerpos humanizados también pueden comprender residuos que no se encuentran
ni en el anticuerpo receptor ni en las secuencias de la CDR o el armazén importados. En general, el anticuerpo huma-
nizado comprenderd sustancialmente todos de por lo menos uno, y habitualmente dos, dominios variables, en los que
todas o sustancialmente todas las regiones CDR corresponden a las de una inmunoglobulina no humana y todas o sus-
tancialmente todas las regiones de FR son las de una secuencia consenso de inmunoglobulina humana. El anticuerpo
humanizado opcionalmente también comprendera por lo menos una parte de una regién constante de inmunoglobulina
(Fc), habitualmente la de una inmunoglobulina humana [Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann ez al.,
Nature, 332: 323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596 (1992)].

Los procedimientos para humanizar anticuerpos no humanos son conocidos en la técnica. Generalmente, un an-
ticuerpo humanizado tiene uno o mds residuos de aminoécidos introducidos en el mismo de un origen no humano.
Estos residuos de aminodcidos no humanos se indican frecuentemente como residuos “importados”, que se adquieren
habitualmente de un dominio variable “importado”. La humanizacién se puede realizar esencialmente siguiendo el
procedimiento de Winter y colaboradores [Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332:
323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988)], mediante la sustitucién de CDRs o secuencias de
CDR de roedor por las correspondientes secuencias de un anticuerpo humano. Por consiguiente, dichos anticuerpos
“humanizados” son anticuerpos quiméricos (Patente de Estados Unidos No. 4.816.567), en los que sustancialmente
menos de un dominio variable intacto humano ha sido sustituido por la secuencia correspondiente de una especie
no humana. En la préctica, los anticuerpos humanizados son habitualmente anticuerpos humanos en los que algunos
residuos de CDR y posiblemente algunos residuos de FR se sustituyen por residuos de sitios andlogos en anticuerpos
de roedores.

Los anticuerpos humanos también se pueden producir utilizando varias técnicas conocidas en el sector, incluyendo
las bibliotecas de expresion en fagos [Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227: 381 (1991); Marks et al., J. Mol.
Biol., 222: 581 (1991)]. Las técnicas de Cole et al. y Boerner et al. estidn también disponibles para la preparacién de
anticuerpos monoclonales humanos (Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pagina 77
(1985) y Boerner et al., J. Inmunol., 147(1): 86-95 (1991. De forma similar, los anticuerpos humanos se pueden fabricar
mediante la introduccién de loci de inmunoglobulina humana en animales transgénicos, por ejemplo, ratones en los
que los genes enddgenos de inmunoglobulina han sido parcial o completamente inactivados. Tras la estimulacion,
se observa la produccion de anticuerpos humanos, que se parecen mucho a los observados en humanos en todos los
aspectos, incluyendo el reajuste de genes, el ensamblaje, y el repertorio de anticuerpos. Esta estrategia se describe, por
ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos Nos. 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; 5.661.016,
y en las siguientes publicaciones cientificas: Marks et al., BioTechnology 10, 779-783 (1992); Lonberg et al., Nature
368, 856-859 (1994); Morrison, Nature 368, 812-13 (1994); Fishwild et al., Nature Biotechnology 14, 845-51, (1996);
Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (1996); Lonberg y Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995).
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4. Terapia de profarmacos mediados por enzimas dependientes de anticuerpos (ADEPT)

Los anticuerpos de la presente invencién también pueden usarse en ADEPT mediante la conjugacion del anticuerpo
auna enzima activadora de profidrmaco que convierte un profirmaco (por ejemplo, un agente quimioterapéutico de tipo
peptidilo, véase WO 81/01.145) en un farmaco anticanceroso activo. Véase, por ejemplo, WO88/07.378 y la patente
de Estados Unidos No. 4.975.278.

El componente enzimatico del inmunoconjugado 1itil para la ADEPT incluye cualquier enzima capaz de actuar
sobre un profdirmaco de manera que lo convierta en su forma citotéxica mas activa.

Entre las enzimas que son ttiles en el procedimiento de la presente invencién se incluyen, pero sin limitacidn, la
glicosidasa, la glucosa oxidasa, la lisozima humana, la glucuronidasa humana, la fosfatasa alcalina 1til por convertir
profarmacos que contienen fosfato en farmacos libres; la arilsulfatasa til por convertir profdrmacos que contienen
sulfato en farmacos libres; citosina deaminasa 1til por convertir la 5-fluorocitosina no téxica en el firmaco anticance-
roso S-fluorouracilo; proteasas, tales como la proteasa de Serratia, la termolisina, la subtilisina, carboxipeptidasas (por
ejemplo, carboxipeptidasa G2 y carboxipeptidasa A) y las catepsinas (tales como las catepsinas B y L), que son ttiles
por convertir profdrmacos que contienen péptidos en farmacos libres; D-alanilcarboxipeptidasas, ttiles para convertir
profarmacos que contienen sustituyentes de tipo D-aminodcido; las enzimas que hidrolizan carbohidratos, tales como
la B-galactosidasa y la neuraminidasa ttiles por convertir profdmacos glicosilados en farmacos libres; la S-lactamasa
util para convertir fairmacos derivatizados con B-lactamas en farmacos libres; y las penicilin amidasas; tales como la
penicilin V amidasa o la penicilin G amidasa, utiles para convertir firmacos derivatizados en sus nitrégenos de amina
con grupos fenoxiacetilo o la fenilacetilo, respectivamente, en farmacos libres. Alternativamente, pueden usarse an-
ticuerpos con actividad enzimética también conocidos en la técnica como ‘“abzimas” para convertir los profarmacos
de la presente invencion en farmacos activos libres (véase, por ejemplo, Massey, Nature, 328:457-458 (1987)). Los
conjugados anticuerpo-abzima pueden prepararse como se describe aqui para la liberacién del abzima a una poblacién
de células tumorales.

Las enzimas de la presente invencién pueden unirse covalentemente a los anticuerpos anti-PRO mediante técnicas
bien conocidas en el sector, tal como el uso de agentes de entrecruzamiento heterobifuncionales descritos anterior-
mente. Alternativamente, pueden construirse proteinas de fusién que comprenden por lo menos la regién de unién al
antigeno del anticuerpo de la invencién unido a al menos una parte funcionalmente activa de una enzima de la inven-
cién usando técnicas de ADN recombinante bien conocidas en el sector (véase, por ejemplo, Neuberger et al., Nature,
312:604-608 (1984)).

5. Anticuerpos biespecificos

Los anticuerpos biespecificos son monoclonales, preferiblemente humanos o humanizados, que tienen especifici-
dades de unién con por lo menos dos antigenos diferentes. En el presente caso, una de las especificidades de unién
puede ser para el polipéptido PRO, la otra es para cualquier otro antigeno, y preferiblemente para una proteina o
receptor o subunidad del receptor de la superficie celular.

Los procedimientos para fabricar anticuerpos biespecificos son conocidos en la técnica. Habitualmente, la pro-
duccién recombinante de anticuerpos biespecificos se basa en la coexpresion de dos parejas de cadena pesada/cadena
ligera de inmunoglobulina, en las que las dos cadenas pesadas tienen especificidades diferentes [Millstein y Cuello,
Nature, 305: 537-539 (1983)]. Debido a la variedad aleatoria de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina, estos
hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de diez moléculas diferentes de anticuerpos, de las cuales s6lo
una tiene la estructura biespecifica correcta. La purificacion de la molécula correcta se realiza habitualmente mediante
etapas de cromatograffa de afinidad. En WO 93/08829, publicada el 13 de mayo de 1993, y en Traunecker et al.,
EMBO J., 10: 3655-3659 (1991) se describen procedimientos similares.

Los dominios variables de anticuerpo con las especificidades de unién deseadas (sitios de combinacién anticuerpo-
antigeno) se pueden fusionar a secuencias de dominios constantes de inmunoglobulinas. La fusién preferiblemente es
con un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina, que comprende por lo menos parte de la bisagra,
CH2, y regiones CH3. Se prefiere tener la primera regién constante de cadena pesada (CH1) que contiene el sitio
necesario para la unién a cadena ligera presente en por lo menos una de las fusiones. Los ADNs que codifican las
fusiones de cadena pesada de inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de inmunoglobulina, se insertan en
vectores de expresion separados, y se cotransfectan en un organismo huésped adecuado. Para mayores detalles sobre
la generacion de anticuerpos biespecificos, véase, por ejemplo, Suresh et al., Methods in Enzimology, 121: 210 (1986).

Seglin otra estrategia descrita en WO 96/27011, la interfase entre una pareja de moléculas de anticuerpos se puede
disefiar para maximizar el porcentaje de heterodimeros que se recuperan de cultivos de células recombinantes. La
interfase preferida comprende por lo menos una parte de la region CH3 de un dominio constante del anticuerpo.
En este método, una o mds cadenas laterales pequefias de aminodcidos de la interfase de la primera molécula de
anticuerpo se sustituyen por cadenas laterales mds grandes (por ejemplo, tirosina o triptéfano). Se crean “cavidades”
compensatorias de tamafio idéntico o similar a la cadena o cadenas laterales grandes en la interfase de la segunda
molécula de anticuerpo mediante la sustitucién de cadenas laterales grandes de aminoacidos por mds pequefias (por
ejemplo, alanina o treonina). Esto proporciona un mecanismo para aumentar el rendimiento del heterodimero sobre
otros productos finales no deseados, tales como homodimeros.
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Los anticuerpos biespecificos se pueden preparar como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anti-
cuerpos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos F(ab’),. Las técnicas para generar anticuerpos biespecificos a partir
de fragmentos de anticuerpos también se han descrito en la literatura. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos
biespecificos utilizando enlaces quimicos. Brennan et al., Science, 229: 81 (1985) describen un procedimiento en el
que anticuerpos intactos se dividen proteoliticamente para generar fragmentos F(ab’),. Estos fragmentos se reducen
en presencia del agente complejante de ditiol, arsenito sédico, para estabilizar los ditioles vecinales y evitar la forma-
cion de enlaces disulfuro intermoleculares. A continuacion, los fragmentos Fab’ generados se convierten en derivados
de tionitrobenzoato (TNB). Uno de los derivados de Fab’-TNB se reconvierte a continuacién en Fab’-tiol median-
te la reduccién con mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad equimolar del otro derivado de Fab-TNB para
formar el anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos biespecificos producidos se pueden utilizar como agentes para la
inmovilizacién selectiva de enzimas.

Los fragmentos Fab’ se pueden recuperar directamente de E. coli y acoplarse quimicamente para formar anti-
cuerpos biespecificos. Shalaby et al., J. Exp. Med, 175: 217-225 (1992) describen la produccién de una molécula de
anticuerpo biespecifico F(ab’), completamente humanizado. Cada fragmento de Fab’ se secreté por separado de E.
coli y se someti6 a un acoplamiento quimico dirigido in vitro para formar el anticuerpo biespecifico. El anticuerpo
biespecifico formado de esta manera era capaz de unirse a células que sobreexpresaban el receptor ErbB2 y células
T humanas normales, asi como de desencadenar la actividad litica de linfocitos citotéxicos humanos contra dianas de
tumores de mama humanos.

Se han descrito también varias técnicas para fabricar y aislar fragmentos de anticuerpos biespecificos directamente
de cultivos de células recombinantes. Por ejemplo, se han producido anticuerpos biespecificos utilizando cremalle-
ras de leucina. Kostelny et al., J. Immunol. 148(5): 1547-1553 (1992). Los péptidos de cremalleras de leucina de las
proteinas Fos y Jun se unieron a las partes Fab’ de dos anticuerpos diferentes mediante fusién génica. Los homodi-
meros de los anticuerpos se redujeron en la regién bisagra para formar monémeros y, a continuacién, se reoxidaron
para formar los heterodimeros de los anticuerpos. Este procedimiento también se puede utilizar para la produccién de
homodimeros de anticuerpos. La tecnologia de “diabody” descrita por Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:
6444-6448 (1993) ha proporcionado un mecanismo alternativo para fabricar fragmentos de anticuerpos biespecificos.
Los fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (Vy) conectado a un dominio variable de cadena
ligera (V) mediante un enlazador que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios
en la misma cadena. Por consiguiente, los dominios Vi y Vi de un fragmento son forzados a emparejarse con los
dominios Vi y Vy complementarios de otro fragmento, formando asi dos sitios de unién a antigeno. También se ha
descrito otra estrategia para fabricar fragmentos de anticuerpos biespecificos mediante la utilizacién de dimeros de Fv
de cadena unica (sFv). Véase Gruber et al., J. Immunol. 152:5368 (1994).

Se contemplan los anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos triespecifi-
cos. Tutt et al., J. Immunol. 147:60 (1991).

Los anticuerpos biespecificos de ejemplo pueden unirse a dos epitopos diferentes en un polipéptido de la presente
invencién determinado. Alternativamente, puede combinarse un brazo anti-polipéptido con un brazo que se una a una
molécula activadora en un leucocito, tal como una molécula del receptor de células T (por ejemplo, CD2, CD3, CD28,
o B7), o receptores Fc para IgG (FcyR), tal como FcyRI (CD64), FcyRII (CD32) y FcyRIII (CD16) para dirigir los
mecanismos de defensa celular hacia la célula que expresa el polipéptido particular. Los anticuerpos biespecificos
pueden usarse también para localizar agentes citotdxicos en las células que expresan un polipéptido particular. Estos
anticuerpos poseen un brazo de unién a polipéptido y un brazo que se une a un agente citotoxico o a un quelante ra-
dionucleido, tal como EOTUBE, DPTA, DOTA, o TETA. Otro anticuerpo biespecifico de interés se une al polipéptido
y se une ademds al factor tisular (TF).

6. Anticuerpos heteroconjugados

Los anticuerpos heteroconjugados estin compuestos de dos anticuerpos unidos covalentemente. Dichos anticuer-
pos se han propuesto, por ejemplo, para dirigir células del sistema inmune a células no deseadas [Patente de Estados
Unidos No. 4.676.980] y para el tratamiento de la infecciéon por VIH [WO 91/00360: WO 92/200373; EP 03089]. Se
contempla que los anticuerpos se pueden preparar in vitro utilizando procedimientos conocidos en la quimica sintéti-
ca de proteinas, incluyendo los que implican agentes de entecruzamiento. Por ejemplo, las inmunotoxinas se pueden
construir utilizando una reaccién de intercambio de disulfuro o mediante la formacién de un enlace tioéter. Entre los
ejemplos de reactivos adecuados para este objetivo se incluyen el iminotiolato y metil-4-mercaptobutirimidato y los
descritos, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos No. 4.676.980.

7. Diseiio de la funcion efectora

Se puede desear modificar el anticuerpo de la presente invencién con respecto a la funcién efectora con el fin de
aumentar, por ejemplo, la eficacia del anticuerpo en el tratamiento del cancer. Por ejemplo, el residuo o residuos de
cisteinas se pueden introducir en la regién Fc, permitiendo de esta manera la formacion de enlaces disulfuro entre
cadenas en esta region. El anticuerpo homodimérico generado de esta manera puede mejorar la capacidad de interna-
lizacién y/o incrementar la cit6lisis mediada por el complemento y la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo
(ADCC). Véase Caron et al., J. Exp. Med., 176: 1191-1195 (1992) y Shopes, J. Immunol., 148: 2918-2922 (1992).
Los anticuerpos homodiméricos con una actividad anti-tumoral aumentada también se pueden preparar utilizando
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entrecruzadores heterobifuncionales tal y como se describe en Wolf et al. Cancer Research, 53: 2560-2565 (1993).
Alternativamente, se puede disefar un anticuerpo para que tenga regiones Fc duales y, de esta manera, pueda aumentar
la lisis complementaria y las capacidades de ADCC. Véase, Stevenson et al., Anti-Cancer Drug Design, 3:219-230
(1989).

8. Inmunoconjugados

La presente invencién también se refiere a inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo conjugado a un
agente citotoxico, tal como un agente quimioterapéutico, toxina (por ejemplo, una toxina enzimdaticamente activa de
origen bacteriano, fingico, vegetal o animal, o fragmentos de la misma, o una toxina de molécula pequefia), o un
isétopo radioactivo (es decir, un radioconjugado).

Anteriormente se han descrito agentes quimioterapéuticos ttiles para la generacion de dichos inmunoconjugados.
Entre las toxinas de proteinas enzimdticamente activas y fragmentos de las mismas que se pueden utilizar se incluyen
la cadena A de difteria, fragmentos activos no enlazantes de la toxina de difteria, toxina del célera, toxina botulinus,
cadena A de exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa), cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de mo-
deccina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI,
PAPIIL, y PAP-S), inhibidor de momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de sapaonaria officinalis, gelonina,
mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina, y los tricotecenos. Las toxinas de molécula pequena incluyen, por
ejemplo, caliqueamicinas, maitansinoides, palitoxina y CC1065. Existe un conjunto de radionucleidos disponibles
para la produccion de anticuerpos radioconjugados. Algunos ejemplos son >'*Bi, *'T, 3'In, Y y ¥Re.

Los conjugados del anticuerpo y el agente citot6xico se fabrican utilizando un conjunto de agentes bifuncionales
acopladores de proteinas, tales como N-succinimidil-3-(2-piridilditiol)propionato (SPDP), iminotiolano (IT), deriva-
dos bifuncionales de imidoésteres (tales como dimetil adipimidato HCI), ésteres activos (tales como disuccinimidil
suberato), aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos bis-azido (tales como bis(p-azidobenzoil)hexanodiami-
na), derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como toluen
2,6-diisocianato) y compuestos de fldor bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, se pue-
de preparar una inmunotoxina de ricina tal y como se describe en Vitella et al., Science, 238: 1098 (1987). El 4cido
1-isotiocianatobencil-3-metildietilen triaminopentaacético (MX-DTPA) marcado con carbono 14 es un ejemplo de
agente quelante para la conjugacion de radionucleétidos al anticuerpo. Véase W094/11026.

En otra realizacion, el anticuerpo se puede conjugar a un “receptor” (tal como estreptavidina) para la utilizacién en
el premarcado de tumores en los que el conjugado anticuerpo-receptor se administra al paciente, seguido de la elimina-
cién de conjugado no enlazado de la circulacién utilizando un agente purificador y, a continuacion, la administracién
de un “ligando” (por ejemplo, avidina) que se conjuga a un agente citotéxico (por ejemplo, un radionucleétido).

9. Inmunoliposomas

Los anticuerpos descritos en la presente invencidn también se pueden formular como inmunoliposomas. Los li-
posomas que contienen el anticuerpo se preparan mediante procedimientos conocidos en la técnica, tales como los
descritos en Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 77:
4030 (1980); y las Patentes de Estados Unidos Nos. 4.485.045 y 4.544.545. Los liposomas con un mayor tiempo de
circulacién se describen en la Patente de Estados Unidos No. 5.013.556.

Se pueden generar liposomas particularmente ttiles mediante el procedimiento de evaporacién de fase inversa
con una composicion lipidica que comprende fosfatidilcolina, colesterol, y fosfatidiletanolamina derivada de PEG
(PEG-PE). Los liposomas se extruyen a través de filtros de tamafio de poro definido para obtener liposomas con el
didmetro deseado. Los fragmentos Fab’ del anticuerpo de la presente invencion se pueden conjugar a los liposomas
tal y como se describe en Martin et al., J. Biol. Chem., 257: 286-288 (1982) mediante la reaccién de intercambio de
enlaces disulfuro. Opcionalmente, el liposoma contiene un agente quimioterapéutico (tal como Doxorubicina). Véase
Gabizon et al., J. Nacional Cancer Inst., 81(19): 1484 (1989).

N. Composiciones farmacéuticas

Se pueden administrar anticuerpos que se unen especificamente al producto de un gen amplificado identificado
aqui, asi como otras moléculas identificadas en los estudios de cribado descritos aqui anteriormente, para el tratamiento
de tumores, incluyendo cénceres, en forma de composiciones farmacéuticas.

Si la protefna codificada por el gen amplificado es intracelular y se usan los anticuerpos completos como inhibi-
dores, se prefieren anticuerpos que se internalicen. Sin embargo, se pueden utilizar también lipofecciones o liposomas
para liberar el anticuerpo, o un fragmento del anticuerpo a las células. Cuando se usan fragmentos de anticuerpos, se
prefiere el fragmento inhibidor mds pequefio que se una especificamente al dominio de unién de la proteina diana. Por
ejemplo, se pueden disefiar moléculas peptidicas que retengan la capacidad de unirse a la secuencia protéica diana
basdndose en las secuencias de la region variable de un anticuerpo. Dichos péptidos pueden sintetizarse quimicamente
y/o producirse mediante la tecnologia del ADN recombinante (véase, por ejemplo, Marasco ef al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 90:7889-7893 [(1993]).
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Se preparan formulaciones terapéuticas del anticuerpo para su almacenamiento mezclando el anticuerpo que pre-
senta el grado deseado de pureza con portadores, excipientes o estabilizantes opcionales farmacéuticamente aceptables
(Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16th edition, Osol, A. ed. [1980]), en forma de formulaciones liofilizadas o
de soluciones acuosas. Los portadores, excipientes o estabilizantes aceptables no son téxicos para los receptores a las
dosis y concentraciones empleadas, e incluyen tampones, tales como fosfato, citrato y otros dcidos organicos; antioxi-
dantes incluyendo dcido ascérbico y metionina; conservantes (tales como, cloruro de octadecildimetilbenzil amonio;
cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio; cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil pa-
rabenos, tales como el metil o propil paraben; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos
de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como albtimina sérica, gelatina, o
inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos, tales como, polivinilpirrolidona; aminodacidos, tales como glicina, glutami-
na, asparagina, histidina, arginina, o lisina; monosacdaridos, disacaridos, y otros carbohidratos incluyendo la glucosa,
la manosa, o dextrinas; agentes quelantes, tales como EDTA; azticares, tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sor-
bitol; contraiones formadores de sales, tales como sodio; complejos metélicos (por ejemplo, complejos de proteina-
Zn); y/o tensoactivos no iénicos, tales como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

De forma andloga, se pueden formular compuestos que no son anticuerpos identificados mediante los ensayos de
cribado de la presente invencién, usando técnicas estdndares bien conocidas en el sector.

La formulacién aqui descrita también puede contener mas de un compuesto activo si es necesario para la afeccién
particular que vaya a ser tratada, preferiblemente aquellos con actividades complementarias que no afecten de forma
adversa entre si. Alternativamente, o ademds, la composicién puede comprender un agente citotoxico, una citoquina
o un agente inhibidor del crecimiento. Dichos moléculas estdn presentes de manera adecuadamente en combinacién
con cantidades que sean efectivas para el objetivo pretendido.

Los principios activos pueden también encapsularse en microcdpsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas
de coacervacién o por polimerizacién interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcdpsulas de gelatina y
microcédpsulas de poli-(metilmetacilato), respectivamente, en sistemas de liberacion de farmacos coloidales (por ejem-
plo, liposomas, microesferas de albimina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocdpsulas) o en macroemulsiones.
Dichas técnicas se describen en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16th edition, Osol, A. ed. (1980).

Las formulaciones a usar para la administracion in vivo deben ser estériles. Esto se consigue facilmente mediante
la filtracién a través de membranas de filtracion estériles.

Se pueden preparar preparaciones de liberacién sostenida. Entre los ejemplos adecuados de preparaciones de libe-
racion sostenida se incluyen matrices semipermeables de polimeros sélidos hidrofébicos que contienen el anticuerpo,
cuyas matrices estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcépsulas. Entre los ejemplos
de matrices de liberacién sostenida se incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato),
o poli(vinilalcohol)), polilactidos (patente de Estados Unidos 3.773.919), copolimeros de dcido L-glutamico y etil-L-
glutamato, copolimeros no degradables de acetato de vinilo-etileno, copolimeros degradables de dcido lactico-acido
glicélico, tales como LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas de copolimero de édcido ldctico-dcido
glicdlico y acetato de leuprolide), y 4cido poli-D-(-)3-hidroxibutirico. Mientras que polimeros tales como el acetato de
vinilo-etileno y de 4cido lactico-acido glicélico permiten la liberaciéon de moléculas durante mas de 100 dias, ciertos
hidrogeles liberan proteinas durante periodos de tiempo mds cortos. Cuando los anticuerpos encapsulados permanecen
en el organismo durante un tiempo prolongado, se pueden desnaturalizar o agregar como resultado de la exposicién a
la humedad a 37°C, lo que da lugar a una pérdida de actividad biolégica y posibles cambios en la inmunogenicidad.
Deben idearse estrategias racionales para la estabilizacidon dependiendo del mecanismo implicado. Por ejemplo, si se
descubre que el mecanismo de agregacién es la formacién de un enlace S-S intermolecular a través de un intercam-
bio tio-disulfuro, la estabilizacién puede lograrse modificando residuos sulthidrilos, liofilizando a partir de soluciones
cidas, controlando el contenido de humedad, usando aditivos adecuados, y desarrollando composiciones especificas
de matrices poliméricas.

O. Métodos de tratamiento

Se contempla que los anticuerpos y otros compuestos antitumorales de la presente invencidon pueden utilizarse
para el tratamiento de varias afecciones, incluyendo aquellas caracterizadas por la sobreexpresiéon y/o activacion de
genes amplificados identificados aqui. Ejemplos de afecciones o trastornos a tratar con dichos anticuerpos y otros
compuestos, incluyendo, pero sin limitacién, moléculas pequefias orgdnicas e inorganicas, péptidos, moléculas no
codificantes, etc., incluyen tumores benignos o malignos (por ejemplo, carcinomas renal, hepético, de rifién, de vejiga,
de mama, géstrico, ovdrico, colorectal, de prdstata, pancreatico, pulmonar, vulval, de tiroides, hepético; sarcomas;
glioblastomas; y diversos tumores de cabeza y cuello); leucemias y tumores linfoides; otros trastornos, tales como
trastorno neuronal, glial, astrocital, hipotdlamico y otros trastornos glandulares, macrofdgico, epiteliales, estromales y
blastocoélicos; y trastornos inflamatorios angiogénicos e inmunoldgicos.

Los agentes antitumorales de la presente invencidn, por ejemplo, anticuerpos, se administran a un mamifero, pre-
feriblemente humano, segtin procedimientos conocidos, tales como la administracién intravenosa como un bolo o
mediante perfusion continua durante un periodo de tiempo, mediante via intramuscular, intraperitoneal, intracere-
broespinal, subcutdnea, intraarticular, intrasinovial, intratecal, oral, topica, o inhalatoria. Se prefiere la administracién
intravenosa del anticuerpo.
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Pueden combinarse otros regimenes terapéuticos con la administracién de agentes anticancerosos, por ejemplo,
los anticuerpos de la presente invencion. Por ejemplo, el paciente a tratar con dichos agentes anticancerosos puede
también recibir terapia de radiacién. Alternativa o adicionalmente, puede administrarse al paciente un agente quimio-
terapéutico. La preparacion y programaciones de las dosis de dichos agentes quimioterapéuticos se pueden utilizar
segun las instrucciones del fabricante o tal como se determina empiricamente por un técnico en la materia. La prepa-
racién y programaciones de las dosis para dicha quimioterapia también se describen en Chemotherapy Service, Ed.,
M.C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimores, MD (1992). El agente quimioterapéutico puede preceder o seguir a la
administracién del agente anti-tumoral, por ejemplo el anticuerpo, o pueden administrarse simultineamente. El anti-
cuerpo puede combinarse con un compuesto anti-estrogeno, tal como tamoxifeno o uno anti-progesterona, tal como la
onapristona (véase EP 616.812) en dosificaciones conocidas para dichas moléculas.

También puede ser deseable administrar anticuerpos contra otros antigenos asociados a tumores, tales como an-
ticuerpos que se unen al ErbB2, EGFR, ErbB3, ErbB4, o al factor endotelial vascular (VEGF). Alternativa o adicio-
nalmente, pueden coadministrarse al paciente dos o mds anticuerpos que se unen a los mismos o dos o mas antigenos
diferentes descritos aqui. A veces, puede ser beneficioso administrar también una o més citocinas al paciente. En una
realizacién preferida, los anticuerpos de la presente invencion se coadministran con un agente inhibidor del crecimien-
to. Por ejemplo, el agente inhibidor del crecimiento puede administrarse en primer lugar, seguido de un anticuerpo
de la presente invencién. Sin embargo, también se contempla la administracién simultdnea o la administracién del
anticuerpo de la presente invencion en primer lugar en. Dosis adecuadas del agente inhibidor del crecimiento son
las utilizadas en la actualidad y pueden disminuirse debido a la accién combinada (sinergia) del agente inhibidor del
crecimiento y del anticuerpo de la presente invencion.

Para la prevencién o tratamiento de la enfermedad, la dosis adecuada de un agente antitumoral, por ejemplo, un
anticuerpo de la presente invencidn, dependerd del tipo de enfermedad a tratar, tal como se definié anteriormente,
de la gravedad y de la evolucién de la enfermedad tanto si el agente se administra con propdsitos preventivos o
terapéuticos, de terapias previas, del historial clinico del paciente y de la respuesta al agente y de la discrecioén del
médico responsable. El agente se administra de forma adecuada al paciente en una sola vez o durante una serie de
tratamientos.

Por ejemplo, dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, una dosis candidata inicial para la administracién
al paciente es de aproximadamente 1 ug/Kg a 15 mg/Kg (por ejemplo 0,1-20 mg/Kg) de anticuerpo, bien mediante, por
ejemplo, una o mas administraciones por separado, o mediante perfusiéon continua. Una dosis diaria habitual podria
variar entre aproximadamente 1 ug/Kg a 100 mg/Kg o mas, dependiendo de los factores mencionados anteriormente.
Para administraciones repetidas durante varios dias o mds, dependiendo de la afeccidn, el tratamiento se prolonga
hasta la supresion deseada de los sintomas de la enfermedad. Sin embargo, otros regimenes de dosificacién pueden ser
utiles. El progreso de esta terapia se monitoriza facilmente mediante técnicas y ensayos convencionales.

P. Articulos de fabricacion

En otra realizacién de la invencidn, se proporciona un articulo de fabricacién que contiene materiales de utilidad
para el diagndstico o tratamiento de los trastornos descritos anteriormente. El articulo de fabricaciéon comprende un
recipiente y una etiqueta. Enter los recipientes adecuados se incluyen, por ejemplo, botellas, viales, jeringas y tubos
de ensayo. Los recipientes pueden estar formados de diversos materiales, tales como vidrio o pléstico. El recipiente
contiene una composicion que es efectiva para el diagnéstico o el tratamiento de la afeccién y puede tener un puerto
de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de solucién intravenosa o un vial que tiene un tapén
penetrable por una aguja de inyeccién hipodérmica). El agente activo en la composicién es habitualmente un agente
antitumoral capaz de interferir con la actividad de un producto génico identificado aqui, por ejemplo, un anticuerpo.
La etiqueta sobre el recipiente, o asociado con el mismo, indica que la composicién se utiliza para el diagnéstico o
el tratamiento de la afeccion de eleccion. El articulo de fabricacion puede comprender ademds un segundo recipiente
que comprende un tampdn farmacéuticamente aceptable, tal como solucién salina tamponada con fosfato, solucién de
Ringer y solucién de dextrosa. Puede ademds incluir otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y
del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas y prospectos con las instrucciones para su
utilizacion.

Q. Diagndstico y prondstico de tumores

Mientras que las proteinas de superficie celular, tales como los receptores del crecimiento sobreexpresados en cier-
tos tumores son dianas excelentes para farmacos candidatos o para el tratamiento de tumores (por ejemplo el cancer),
las mismas protefnas junto con proteinas secretadas codificadas por los genes amplificados en células tumorales ha-
1lan una utilizacion adicional en el diagndstico y prondstico de tumores. Por ejemplo, los anticuerpos dirigidos contra
productos proteicos de genes amplificados en células tumorales pueden utilizarse para el diagndstico y prondstico de
tumores.

Por ejemplo, los anticuerpos, incluyendo los fragmentos de anticuerpos, pueden utilizarse para detectar cualitativa o
cuantitativamente la expresion de proteinas codificadas por los genes amplificados (“productos génicos marcadores”).
El anticuerpo estd equipado preferiblemente con un marcador detectable, por ejemplo un marcador fluorescente, y
la unién puede monitorizarse mediante microscopia, citometria de flujo, fluorimetria u otras técnicas conocidas en el
sector. Estas técnicas son particularmente adecuadas, si el gen ampflificado codifica una proteina de superficie celular,

58



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2332916 T3

por ejemplo, un factor de crecimiento. Dichos ensayos de unién se realizan esencialmente tal como se describe en la
seccion 5 anterior.

La deteccion in situ de 1a unién del anticuerpo con los productos génicos marcadores puede realizarse, por ejemplo,
mediante inmunofluorescencia o microscopia inmunoelectrénica. Para dicho propdsito, se extrae una muestra histo-
16gica del paciente, y se aplica un anticuerpo marcado a la misma, preferiblemente poniendo el anticuerpo sobre la
muestra bioldgica. Este procedimiento también permite la determinacion de la distribucién del producto génico mar-
cador en el tejido examinado. Sera evidente para aquellos expertos en la materia que estdn facilmente disponibles una
gran variedad de procedimientos histoldgicos para la deteccién in situ.

Los siguientes ejemplos se ofrecen tinicamente con un objetivo ilustrativo, y no pretenden limitar de ninguna
manera el alcance de la presente invencion.

Ejemplos

Los reactivos disponibles comercialmente referidos en los ejemplos se utilizaron de acuerdo con las instrucciones
del fabricante a menos que se indique lo contrario. El origen de las células se identificaron en los ejemplos siguientes,
y a lo largo de la memoria, por los nimeros de acceso ATCC que correspoden al American Type Culture Collection,
1081 University Blvd., Manassas, VA 20110-2209. Todos los depdsitos originales referidos en la presente solicitud
se realizaron segun lo estipulado en el Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de
Microorganismos a los fines del Procedimiento en Materia de Patentes y el Reglamento bajo el mismo (Tratado de
Budapest). Esto asegura el mantenimiento de un cultivo viable del depdsito durante 30 afios a partir de la fecha del
depésito. Los depdsitos estardn disponibles mediante la ATCC segtin los términos del Tratado de Budapest, y estan
sujetos a un acuerdo entre Genentech, Inc. y ATCC, que asegura la disponibilidad permanente y sin restriccién de la
progenie del cultivo del depdsito al uso publico tras la concesion de la respectiva patente estadounidense o tras ponerse
abierta a la inspeccién ptiblica de cualquier solicitud de patente estadounidense o extranjera, la que sea primera, y
asegura la disponibilidad de la progenie a la persona autorizada por el Comisionado de Estados Unidos de Patentes y
Marcas de acuerdo con la norma 35 USC § 122 y las normas del Comisionado segtin lo acordado (incluyendo 37 CFR
§ 1.14 con particular referencia a 886 OG 638).

A menos que se indique lo contrario, la presente invencion utiliza procedimientos estandar de tecnologia del ADN
recombinante, tal como los descritos anteriormente y en los libros de texto siguientes: Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press N.Y., 1989; Ausubel et al., Current Protocols in Molecular
Biology, Green Publishing Associates and Wiley Intersciences, N.Y., 1989; Innis et al., PCR Protocols: A Guide
to Methods and Applications, Academic Press, Inc., N.Y. 1990; Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, 1988; Gait, Oligonucleotide Synthesis, IRL Press Oxford, 1984; R.1,
Freshney, Animal Cell Culture, 1987; Colligan et al., Current Protocols in Immunology, 1991.

Ejemplo 8
Aislamiento de clones de ADNc que codifican una PRO7-122 humano

Se identificé el DNA 119536-2752 mediante la aplicacién de un algoritmo registrado de bisqueda de secuencias
sefiales desarrollado por Genentech. Inc. (South San Francisco, CA) sobre ESTs, asi como fragmentos EST agrupados
y ensamblados de bases de datos puiblicas (por ejemplo, GenBank) y/o privadas (LIFESEQ®, Incyte Pharmaceuticals
Inc., Palo Alto, CA). El algoritmo de la secuencia sefial computa un valor de la sefial de secrecion en base al caricter
de los nucledtidos de ADN que rodean el primer y opcionalmente segundo codén o codones (ATG) de metionina en
el extremo 5’ de la secuencia o fragmento de secuencia en consideracién. Los nucleétidos después del primer ATG
deben codificar para por lo menos 35 aminodcidos inequivocos sin ningiin codén de parada. Si el primer ATG presenta
los aminodcidos requeridos, no se examina el segundo. Si ninguno cimple el requisito, la secuencia candidata no
se valora. Con el fin de determinar si la secuencia EST contiene una auténtica secuencia seflal, se valoran el ADN
y las correspondientes secuencias de aminoécidos que rodean el codén ATG utilizando un grupo de siete sensores
(pardmetros de evaluacion) conocidos por asociarse con sefales de secrecion.

La utilizacién del algoritmo de secuencias sefiales descrito anteriormente permitié la identificacién de una se-
cuencia de grupos EST de la base de datos de Incyte, designada aqui como 81575. Esta secuencia de grupos EST se
compard a continuacién con una serie de bases de datos de etiquetas de secuencias expresadas (EST) que incluian las
bases de datos de EST publicas (por ejemplo, GenBank) y una base de datos de ADN de EST registrada (LIFESEQ®,
Incyte Pharmaceuticals, Inc., Palo Alto, CA), para identificar las homologias existentes. La busqueda de homologias
se realiz6 utilizando el programa informatico BLAST o BLAST2 (Altshul et al., Methods in Enzymology 266: 460-
480 (1996)). Aquellas comparaciones que dan lugar a una puntuacién BLAST de 70 (o en algunos casos de 90) o
superior que no codificaban proteinas conocidas se agruparon y ensamblaron en una secuencia de ADN consenso con
el programa “phrap” (Phil Green, University of Wahsington, Seattle, Washington). La secuencia consenso obtenida a
partir de la misma se designa en la presente invencién como DNA104391.

En funcién de la homologia de secuencia observada entre la secuencia DNA 104391 y una secuencia EST com-
prendida en el clon no. 1922888 de la base de datos Incyte, se adquirié el clon no. 1922888 y se obtuvo el inserto de
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ADNCc y se secuencid. Se observo en la presente invencidn que el inserto de ADNc codificaba una proteina de longitud
completa. La secuencia de este inserto de ADNc se muestra en la figura 15 y se designa en la presente invencién como
DNA 119536-2752.

El clon DNA 119536-2753 contiene un tnico marco de lectura abierto con un sitio de inicio de la traduccion apa-
rente en las posiciones de nucle6tidos 47-49 y que acaba en el codén de parada en las posiciones de nucléotidos 311-
313 (figura 15; SEC ID No. 15). El precursor del polipéptido previsto tiene 88 aminoécidos de largo (figura 16). La
proteina PRO7422 de longitud completa mostrada en la figura 16 tiene un peso molecular estimado de aproximada-
mente 9.645 daltons y un pl de aproximadamente 5,45. El andlisis de la secuencia de PRO7422 de longitud completa
mostrada en la figura 16 (SEc ID No. 16) pone de manifiesto la presencia de una serie de dominios de polipéptidos
importantes mostrados en la figura 16, donde las localizaciones proporcionadas para los dominios de polipéptidos
importantes son aproximadamente tal como se ha descrito anteriormente. El clon DNA 119536-2752 se ha depositado
con ATCC el 17 de agosto de 1999 y se le asigna el ATCC depésito no. PTA-551.

Ejemplo 11
Amplificacion génica

Este ejemplo muestra que los genes que codifican PRO7422 se amplifican en el genoma de ciertos canceres y/o
lineas celulares humanas de pulmén, colon y/o mama. La amplificacion estd asociada con la sobreexpresion del pro-
ducto génico, lo que indica que los polipéptidos son dianas ttiles para la intervencion terapéutica en algunos canceres,
tales como de colon, pulmén, mama y otros canceres. Los agentes terapéuticos pueden tomar la forma de antagonistas
de polipéptidos PRO7422, por ejemplo, anticuerpos quiméricos murino-humano, humanizados o humanos contra un
polipéptido PRO7422.

El material de partida para el cribado fue ADN gendmico aislado de diversos canceres. E1 ADN se cuantifica de
forma precisa, por ejemplo, fluorométricamente. Como control negativo, se aislo6 ADN de las células de 10 indivi-
duos sanos normales que se agrupd y utilizé6 como controles del ensayo para la copia génica en individuos sanos (no
mostrados). Se utilizaron el ensayo de la 5’ nucleasa (por ejemplo, TagMan™) y la PCR cuantitativa a tiempo real
(por ejemplo, ABI Prism 7700 Sequence Detection System™ (Perkin Elmer, Applied Biosystems Division, Foster
City, CA)) para hallar genes potencialmente amplificados en algunos cénceres. Los resultados se utilizaron para de-
terminar si el ADN que codifica PRO7422 estd sobreexpresado en cualquiera de los canceres o las lineas celulares
de cénceres primarios de pulmén o colon o las lineas celulares de cdncer de mama que se cribaron. Los canceres
primarios de pulmén se obtuvieron de individuos con tumores del tipo y estadio tal como se indica en la Tabla 4. Una
explicacion sobre las abreviaturas utilizadas para la denominacién de los tumores primarios listados en la Tabla 4 y
los tumores lineas celulares primarias referidas en este ejemplo ya se ha proporcionado anteriormente en la presente
invencion.

Los resultados de la TagMan™ se expresan en unidades delta (A) Ct. Una unidad corresponde a 1 ciclo de PCR
0 a aproximadamente una amplificacion de 2 veces respecto a la normal, dos unidades corresponden a 4 veces, 3
unidades a 8 veces de amplificacién y asi sucesivamente. La cuantificacién se obtuvo utilizando cebadores y una sonda
fluorescente TagMan™ derivada del gen codificante de PRO7422. Las regiones de PRO7422 que mds probablemente
contienen secuencias de dcido nucleico Unicas y que menos probablemente tienen intrones empalmados (“spliced”)
son las preferidas para el cebador y derivar la sonda, por ejemplo, las regiones 3’ no traducidas. Las secuencias para
los cebadores y las sondas (sentido directo, inverso y la sonda) utilizadas para el andlisis de amplificacién del gen de
PRO7422 fueron las siguientes:

PRO7422 (DNA119536-2752):

119536.tm.£f1:

5/ -TCTCCCCGATTCTCATCTG-3" (SEC ID NO: 58)
119536.tmp.rl:

5’ -CCCTGAGAGTCCTGCACAT-3’ (SEC ID NO: 59)
119536.tm.pl:

5’ ~-CCCATAATCATGGACACAGCCCC-3" (SEC ID NO:60)

La reaccién del ensayo de la 5’ nucleasa es una técnica basada en la PCR fluorescente que utiliza la actividad
DE 5’-exonucleasa de la enzima Taq ADN polimerasa para monitorizar la amplificacién a tiempo real. Se utilizan
dos cebadores de oligonucleétidos para generar un amplicén tipico de una reaccién de PCR. Se disefia un tercer
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oligonucleétido, o sonda, para detectar una secuencia de nucledtidos localizada entre los dos cebadores de PCR.
La sonda no es extensible por la enzima Taq ADN polimerasa, y se marca con colorante fluorescente informador
y un colorante fluorescente desactivador. Cualquier emisién inducida por ldser a partir del colorante informador es
desactivado por el colorante desactivador cuando los dos colorantes se localizan de forma préxima a como lo estidn en
la sonda. Durante la reaccién de amplificacion, la enzima Tag ADN polimerasa corta la sonda de forma dependiente del
molde. Los fragmentos resultantes de la sonda se disocian en solucién, y la sefial del colorante informador liberado se
libera del efecto desactivador del segundo fluoréforo. Una molécula del colorante informador se libera de cada nueva
molécula sintetizada, y la deteccion del colorante reportero no desactivado proporciona la base para una interpretacién
cuantitativa de los datos.

El procedimiento de la 5’ nucleasa se realiza en un dispositivo de PCR cuantitativa a tiempo real, tal como el de
ABI Prism 7700TM Sequence Detection. El sistema consiste en un termociclador, un laser, una cimara de dispositivo
acoplado a la carga (CCD) y un ordenador. El sistema amplifica las muestras en un formato de 96 pocillos en un
termociclador. Durante la amplificacién, la sefial fluorescente inducida por el laser se recoge a tiempo real a través
de cables de fibra dptica para los 96 pocillos, y se detecta en el CCD. El sistema incluye el programa para poner en
marcha el instrumento y para analizar los resultados.

Los datos del ensayo de 5’ nucleasa se expresan inicialmente como Ct, o el ciclo umbral. Este se define como el
ciclo en el que se acumula la sefial del informador sobre el nivel de fondo de la fluorescencia. Los valores de ACt se
utilizan como una medicion cuantitativa del nimero relativo de copias de partida de una secuencia diana particular en
una muestra de dcido nucleico cuando se comparan los resultados del ADN del cancer con los resultados del ADN
humano normal.

La Tabla 6 describe el estadio, estadio T y estadio N de diversos tumores primarios que se utilizaron para cribar
los compuestos PRO7422 de la invencion.

TABLA 4

Perfiles de tumor de pulmon y colon primario

Tumor primario Estadio Otro estadio  Estadio Estadio T Estadio N

Dukes

Tumor de pulmén A T1 N1
humano AdenoCa
(SRCC724) [LT1]

Tumor de pulmoén 1B T3 NO
humano SqCCa

(SRCC725) [LT1a]

Tumor de pulmon iB T2 NO

humano AdenoCa
(SRCC726) [LT2]
Tumor de pulmén A T1 N2

humano AdenoCa
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(SRCC727) [LT3]
Tumor de pulmén
humano AdenoCa
(SRCC728) [LT4]
Tumor de pulmén
humano SqCCa
(SRCC729) [LT6]
Tumor de puimoén
humano
Aden/SqCCa
(SRCC730) [LT7]
Tumor de pulmén
humano AdenoCa
(SRCC731) [LT9]
Tumor de puimén
humano SqCCa
(SRCC732) [LT10]
Tumor de putmon
humano SqCCa
(SRCC733) [LT11]
Tumor de pulmén
humano AdenoCa
(SRCC734)[LT12]
Tumor de pulmén
humano
AdenoSqCCa
(SRCC735)_[LT13]
Tumor de pulmén
humano SqCCa
(SRCC736) [LT15]
Tumor de pulmén
humano SqCCa
(SRCC737) [LT16]
Tumor de puimén

humano SqCCa

1B

A

IB

1B

1B

1B
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(SRCC738) [LT17]
Tumor de pulmén
humano SqCCa
(SRCC739) [LT18]
Tumor de pulmén
humano SqCCa
(SRCC740) [LT19]
Tumor de pulmén
humano LCCa
(SRCC741) [LT21]
Pulmén humano
AdenoCa
(SRCC811) [LT22]
Colon humano
AdenoCa
(SRCC742) [CT2]
Colon humano
AdenoCa
(SRCC743) [CT1]
Colon humano
AdenoCa (SRCC
744) [CT8]

Colon humano
AdenoCa
(SRCC745) [CT10]
Colon humano
AdenoCa
(SRCC746) [CT12]
Colon humano
AdenoCa
(SRCC747) [CT14]
Colon humano
AdenoCa
(SRCC748) [CT15]

Colon humano

1B

1a

ES 2332916 T3

M1 D
B
B
A
MO, R1 B

pMO, RO B

M1,R2 D

pMO B
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T

pT4

pT3

T3
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T3

pT3

T4
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NO
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NO

NO
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AdenoCa

(SRCC749) [CT16]

Colon humano C1 pT3 pN1
AdenoCa

(SRCC750) [CT17]

Colon humano MO, R1 B pT3 NO
AdenoCa

(SRCC751) [CTH1]

Colon humano B pT3 MO
AdenoCa

(SRCC752) [CT4]

Colon humano G2 C1 pT3 pNO
AdenoCa

{(SRCC753) [CT5]

Colon humano pMO. RO B pT3 pNO
AdenoCa

(SRCC754) [CT86]

Colon humano G1 A pT2 pNO
AdenoCa

(SRCC755) [CT7]

Colon humano G3 D pT4 pN2
AdenoCa

{(SRCC756) [CT9]

Colon humano B T3 NO
AdenoCa

(SRCC757) [CT11]

Colon humano MO. RO B pT3 pNO
AdenoCa

(SRCC758) [CT18]

Preparacion del ADN

Se preparé ADN a partir de lineas celulares cultivadas, tumores primarios y sangre humana normal. Se realizé el
aislamiento utilizando el kit de purificacién, el equipo de tampones y proteasa, todos de Qiagen, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante y la descripcién siguiente.

Lisis del cultivo celular

Se lavaron y se tripsinizaron las células a una concentracién de 7,5 x 10® por punta y se agruparon en pélets
mediante centrifugacién a 1000 rpm durante 5 minutos a 4°C seguido de un nuevo lavado con 1/2 volumen de PBS
y recentrifugacion. Se lavaron los pélets una tercera vez, se recogieron las células suspendidas y se lavaron 2x con
PBS. A continuacidn, se suspendieron las células en 10 ml de PBS. El tampdn CI se equilibré a 4°C. Se diluy6 la
proteasa #19155 de Qiagen en 6,25 ml de ddH,O fria hasta una concentracién final de 20 mg/ml y se equilibr6 a 4°C.
Se repararon 10 ml de Tampén de G2 mediante la dilucién de una solucién madre de ARNasa A de Qiagen (100
mg/ml) hasta una concentracion final de 200 pg/ml.
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A continuacion, se afladieron el tampén C1 (10 ml, 4°C) y ddH,O (40 ml. 4°C) a los 10 ml de suspensién celular,
se mezclaron por inversion y se incubaron en hielo durante 10 minutos. Se agruparon en pélets los niicleos celulares
mediante centrifugacién en un rotor con cubeta oscilante Beckman a 2500 rpm a 4°C durante 15 minutos. Se descart6
el sobrenadante y se suspendieron los nicleos con un agitador en 2 ml de Tampén C1 (a 4°C) y 6 ml de ddH, O, seguido
de una segunda centrifugacién a 4°C a 2500 rpm durante 15 minutos. A continuacidn, se resuspendieron los nticleos
en el tampodn residual utilizando 200 ul por punta. Se anadié tampdén G2 (10 ml) a los ndcleos suspendidos mientras se
aplicaba agitacion suave. Tras completar la adicion de tampon, se aplico agitacion enérgica durante 30 segundos. Se
afiadié proteasa Qiagen (200 ul, preparada tal y como se indica anteriormente) y se incubé a 50°C durante 60 minutos.
Se repitieron la incubacidén y la centrifugacion hasta que los lisatos estuvieron transparentes (por ejemplo, incubando
30-60 minutos adicionales, agrupando en pélets a 3000x g durante 10 min. a 4°C).

Preparacion y lisis de la muestra de tumor humano solido

Se pesaron muestras de tumor y se colocaron en tubos cénicos de 50 ml y se mantuvieron en hielo. El procesamien-
to se limité a no més de 250 mg de tejido por preparacion (1 punta/preparacion). Se prepard una solucion de proteasa
fresca mediante dilucién en 6,25 ml de ddH,O fria hasta una concentracién final de 20 mg/ml y se guard6 a 4°C.
Se prepar6 tampén G2 (20 ml) mediante dilucién de ADNsa A hasta una concentracién final de 200 mg/ml (a partir
de la solucién madre de 100 mg/ml). Se homogenizé el tejido tumoral en 19 ml de tampdén G2 durante 60 segundos
utilizando la punta grande del Polytron en una cabina TC de flujo laminar con el objetivo de evitar la inhalacién de
aerosoles, y se mantuvo a temperatura ambiente. Entre las muestras, se limpi6 el Polytron mediante agitacién a 2 x 30
segundos cada uno en 2L de ddH,O, seguido de tampén G2 (50 ml). Si la punta atin estaba presente en la punta del
generador, se desmonto y limpi6 el aparato.

Se afiadi6 proteasa de Qiagen (preparada tal y como se indic6 anteriormente, 1,0 ml), seguido de agitacién e incu-
bacién a 50°C durante 3 horas. Se repitieron la incubacién y la centrifugacién hasta que los lisatos fueron transparentes
(por ejemplo, incubando 30-60 minutos adicionales, agrupando en pélets a 3000 x g durante 10 min., 4°C).

Preparacion y lisis de la sangre humana

Se obtuvo sangre de voluntarios sanos utilizando protocolos estdndar sobre agentes infecciosos y se citré en 10 ml
de muestra por punta. Se prepard proteasa de Qiagen fresca mediante dilucién en 6,25 ml de ddH,O fria hasta una
concentracion final de 20 mg/ml y se guardé a 4°C. Se preparé tampén G2 mediante dilucién de ARNasa A hasta una
concentracion final de 200 pg/ml a partir de una solucién madre de 100 mg/ml. Se colocé la sangre (10 ml) en un tubo
conico de 50 ml y se afiadieron 10 ml de tampdén C1 y 30 ml de ddH,O (ambos previamente equilibrados a 4°C), y se
mezclaron los componentes por inversién y se mantuvieron en hielo durante 10 minutos. Se agruparon en pélets los
ntcleos con un rotor con cubeta oscilante Beckman a 2500 rpm, 4°C durante 15 minutos y se descarté el sobrenadante.
Con agitacion, se suspendieron los nticleos en 2 ml de tampén C1 (4°C) y 6 ml de ddH,O (4°C). Se repiti6 la agitacién
hasta que el pélet fuera blanco. A continuacién, se suspendieron los niicleos en el tampén residual utilizando una
punta de 200 pl. Se afiadié tampdén G2 (10 ml) a los nicleos suspendidos mientras se agitaba suavemente, seguido de
agitacion enérgica durante 30 segundos. Se afiadi6 proteasa de Qiagen (200 ul) y se incub6 a 50°C durante 60 minutos.
Se repitieron la incubacidn y la centrifugacion hasta que los lisatos fueron transparentes (por ejemplo, incubando 30-
60 minutos adicionales, agrupando en pélets a 3000 x g durante 10 min. 4°C).

Purificacion de lisatos purificados
(1) Aislamiento de ADN genomico

Se equilibré el ADN genémico (1 muestra por preparacién de maxi punta) con 10 ml de tampén de QBT. Se
equilibré el tampdn de elucién de QF a 50°C. Se agitaron las muestras durante 30 segundos, a continuacién se cargaron
en puntas equilibradas y se extrajeron por gravedad. Se lavaron las puntas con 2 x 15 ml de tamp6n de QC. Se eluy6 el
ADN en tubos Corex de 30 ml, silanizados y autoclavados, con 15 ml de tamp6n de QF (50°c). Se afiadié isopropanol
(10,5 ml) a cada muestra, se cubrieron los tubos con parafina y se mezclaron por inversion repetida hasta que el ADN
precipitara. Las muestras se agruparon en pélets mediante centrifugacién en el rotor SS-34 a 15.000 rpm durante 10
minutos a 4°C. Se marcé la localizacion del pélet, se descarto el sobrenadante, y se afiadieron 10 ml de etanol al 70%
(4°C). Se agruparon de nuevo en pélets las muestras mediante centrifugacién en el rotor SS-34 a 10.000 rpm durante
10 minutos a 4°C. Se marcé la localizacién del pélet y se descartd el sobrenadante. A continuacidn, se colocaron los
tubos en su sitio en una rejilla de secado y se secaron 10 minutos a 37°C, teniendo cuidado de no resecar la muestra.

Después del secado, se disolvieron los pélets en 1,0 ml TE (pH 8,5) y se pusieron a 50°C durante 1-2 horas. Se
mantuvieron las muestras durante toda la noche a 4°C mientras la disolucion continuaba. A continuacidn, se transfirié
la solucién de ADN a tubos de 1,5 ml con una aguja de calibre 26 en una jeringa de tuberculina. La transferencia se
repiti6 5x con el objetivo de cortar el ADN. A continuacién, se pusieron las muestras a 50°C durante 1-2 horas.

(2) Cuantificacion de ADN genomico y preparacion para el ensayo de amplificacion génica
Se cuantificaron los niveles de ADN en cada tubo mediante espectrofotometria A,q)/A,s, estdndar en una dilucién
1:20 (5 ul de ADN + 95 pl de ddH,0) utilizando las cubetas de cuarzo de 0,1 ml en el espectrofotémetro DU640 de

Beckman. Las proporciones de A,q,/A,g estaban en el intervalo de 1,8-1,9. A continuacion, se diluyé adicionalmente
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cada muestra de ADN hasta aproximadamente 200 ng/ml en TE (pH 8,5). Si el material original estaba altamente
concentrado (aproximadamente, 700 ng/ul), se colocaba el material a 50°C durante diversas horas hasta que se resus-
pendiera.

A continuacién, se realizo la cuantificacién fluorimétrica del ADN en el material diluido (20-600 ng/ml) utilizando
las pautas del fabricante tal y como se modifica mas adelante. Esto se llevé a cabo dejando que un fluorémetro Hoeffer
DyNA Quant 200 se calentara durante 15 minutos aproximadamente. Se diluyé la solucién de trabajo de colorante
Hoechst (#H33258, 10 ul, preparado en las 12 horas de uso) en 100 ml 1 x tamp6én TNE. Se llené una cubeta de 2
ml con la solucién del fluorémetro, se colocé en la maquina, y se puso a cero la maquina. Se afiadi6 pGEM 3Zf(+) (2
w1, lote #360851026) a 2 ml de solucién del fluorémetro y se calibré a 200 unidades. A continuacién, se analizaron
2 ul adicionales de ADN de pGEM 3Zf(+) y se confirmé la lectura a 400 +/- unidades. A continuacidn, se ley6 cada
muestra por lo menos por triplicado. Si se encontraban 3 muestras dentro del 10% de la otra, se hacia su promedio y
se utilizaba este valor como el valor de la cuantificacién.

A continuacidn, se utiliz6 la concentracion determinada fluorométricamente para diluir cada muestra hasta 10 ng/ul
en ddH,O0. Esto se hizo simultdneamente en todas las muestras de molde para un dnico ensayo en placa TagMan™,
y con material suficiente para realizar 500-1000 ensayos. Se evaluaron las muestras por triplicado con cebadores
Tagman™ y se probaron tanto B-actina como GAPDH en una tdnica placa con ADN humano normal y controles que
no eran de molde. Se utilizaron muestras diluidas sierre que el valor de CT del ADN humano normal sustraido del
ADN del test fuera +/- 1 Ct. Se guard6 el ADN gendémico calificado por lotes y diluido en alicuotas de 1,0 ml a -80°C.
Se guardaron a 4°C las alicuotas que iban a ser utilizadas posteriormente en el ensayo de amplificacién génica. Cada
1 ml de alicuota es suficiente para 8-9 placas o 64 tests.

Ensayo de amplificacion génica

Los compuestos PRO7422 de la invencién se cribaron en los tumores primarios siguientes y los valores de ACt
resultantes se exponen en la Tabla 5.

TABLA 5

Valores de ACT en modelos de tumores y lineales celulares

de pulmébén, colon y otros

Tumor primario PRO7422
HE-001647 1,89

Discusion y conclusion

PRO7422 (DNA119536-2752):

Los valores ACt para el DNA119536-2752 en diversos tumores estdn indicados en la Tabla 5. Un ACt>1 se utilizé
habitualmente como el valor umbral para la valoracién de la amplificacién, ya que representa doblar el ndimero de
copias génicas. La Tabla 5 indica que la amplificacion significativa del dcido nucleico DNA119536-2752 que codifica
PRO7422 tuvo lugar en tumor primario de pulmén HF-001647.

Debido a que la amplificacién del DNA119536-2752 tiene lugar en tumor de pulmoén, es altamente probable que
desempefie un papel importante en la formacién o crecimiento de tumores. Como resultado, se esperaria que los
antagonistas (por ejemplo, los anticuerpos) dirigidos contra la proteina codificada por el DNA119536-2752 (PRO7422)
sean ttiles en la terapia contra el cancer.

Ejemplo 12

Uso de PRO7422 como sonda de hibridacion

El siguiente procedimiento describe el uso de una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido PRO7422
como sonda de hibridacién.

El ADN que comprende la secuencia codificante del polipéptido “PRO7422” de longitud completa o maduro tal
como se describe en la presente invencion y/o fragmentos del mismo se pueden utilizar como sonda para cribar ADNs
homélogos (tales como los que codifican variantes naturales de PRO7422 en bibliotecas de ADNc de tejido humano o
biliotecas gendmicas de tejido humano).
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La hibridacién y el lavado de filtros que contienen cualquier ADN de biblioteca se realizan segun las siguientes
condiciones de elevada astringencia. La hibridacién de la sonda radiomarcada derivada de polipéptido PRO7422 a los
filtros se realiza en una solucién al 50% de formamida, 5x SSC, SDS al 0,1%, pirofosfato de sodio al 0,1%, 50 mM de
fosfato de sodio, pH 6,8, 2x de solucién de Denhardt, y sulfato de dextrano al 10% a 42°C durante 20 horas. El lavado
de los filtros se realiza en una solucién acuosa de 0,1x SSC y SDS al 0,1% a 42°C.

A continuacién, se pueden identificar los ADNs que tienen una identidad de secuencia deseada con el ADN que
codifica un polipéptido PRO7422 de secuencia natuva y longitud completa utilizando las técnicas estandar conocidas
en el sector.

Ejemplo 13
Expresion de polipéptidos PRO7422 en E. coli

Este ejemplo ilustra la preparacién de una forma no glicosilada de polipéptido PRO7422 mediante la expresion
recombinante en E. coli.

La secuencia de ADN que codifica el polipéptido PRO de interés se amplifica inicialmente utilizando cebadores
de PCR seleccionados. Los cebadores deberian contener sitios para las enzimas de restricciéon que se correspondan
con los sitios para enzimas de restriccion en el vector de expresion seleccionado. Se puede utilizar una variedad de
vectores de expresion. Un ejemplo de vector adecuado es el pBR322 (derivado del E. coli, véase Bolivar et. al., Gene,
2:95 (1977)) que contiene genes para la resistencia a la ampicilina y la tetraciclina. El vector se digiere con una
enzima de restriccién y se desfosforila. A continuacion, las secuencias amplificadas por PCR se unen en el vector.
El vector preferiblemente incluird secuencias que codifican un gen resistente a un antibiético, un promotor trp, una
secuencia lider de poli-His (incluyendo los primeros seis codones STII, secuencia poli-His, y sitio de divisién para la
enteroquinasa), la regién codificante de PRO7422, el finalizador transcripcional lambda, y un gen argU.

A continuacién, la mezcla de unién se utiliza para transformar una cepa seleccionada de E. coli utilizando los
procedimientos descritos en Sambrook et. al., supra. Los transformantes se identifican por su capacidad para crecer en
placas de LB y, a continuacion, se seleccionan las colonias resistentes a los antibidticos. EIl ADN plasmidico se puede
aislar y confirmar mediante el andlisis de restriccién y la secuenciacién del ADN.

Los clones seleccionados se pueden desarrollar durante toda la noche en un medio de cultivo liquido tal como el
caldo LB suplementado con antibidticos. El cultivo de toda la noche se puede utilizar posteriormente para inocular un
cultivo a mayor escala. A continuacion, las células se desarrollan hasta una densidad dptica deseada, durante la cual el
promotor de la expresion se activa.

Después de cultivar las células durante muchas mds horas, las células se pueden recoger mediante centrifugacion.
El pélet de células obtenido mediante la centrifugacién se puede solubilizar utilizando diversos agentes conocidos en
la técnica, y la proteina PRO7422 solubilizada se puede a continuacion purificar utilizando una columna quelante de
metal en condiciones que permiten la unién fuerte de la proteina.

El PRO7422 se puede expresar en E. coli en una forma etiquetada con poli-His segtn el procedimiento siguiente.
El ADN que codifica PRO7422 se amplifica inicialmente utilizando cebadores de PCR seleccionados. Los cebadores
contienen sitios para enzimas de restriccién que corresponden con los sitios de enzimas de restriccién en el vector
de expresion seleccionado, y otras secuencias ttiles que proporcionan un inicio de traduccidn eficiente y fiable, una
purificacién rdpida en una columna quelante de metales y la eliminacién proteolitica con enteroquinasa. Las secuencias
etiquetadas con poli-His amplificadas por PCR se ligan a continuacién en un vector de expresion, que se utiliza para
transformar un huésped E. coli basado en la cepa 52 (W3110 fuhA(tonA)lon galE rpoHts(htpRts) clpP(laclq). Los
transformantes se desarrollan en primer lugar en LB que contiene carbenicilina 50 mg/ml a 30°C con agitacién hasta
alcanzar una D.O. de 3-5 a 600 nm. Los cultivos se diluyen entonces 50-100 veces en medio CRAP (preparado
mezclando 3,57 g de (NH,),SO,, 0,71 g de citrato sédico-2H,0, 1,07 g de KCl, 5,36 g de extracto de levadura Difco,
5,36 g de Sheffield hycase SF en 500 ml de agua, asi como MPOS 110 mM, pH 7,3, glucosa al 0,55% (p/v) y MgSO, 7
mM) y se desarrollan durante aproximadamente 20-30 horas a 30°C con agitacién. Se toman muestras para verificar la
expresion mediante andlisis de SDS-PAGE, y se centrifuga todo el cultivo para sedimentar las células. Los sedimentos
celulares se congelan hasta la purificacién y renaturalizacién.

La pasta de E. coli de fermentaciones de 0,5-1 1 (6-10 g de sedimentos) se resuspende en 10 volimenes (p/v) en
guanidina 7 M, Tris 20 mM, tampdn pH 8. Se afiaden sulfito sédico sélido y tetrationato sédico hasta concentraciones
finales de 0,1 M y 0,02M, respectivamente, y la solucidn se agita durante toda la noche a 4°C. Esta etapa da como
resultado una proteina desnaturalizada con todos los residuos de cisteina bloqueados por la sulfitolizacion. La solu-
cion se centrifuga a 40.000 rpm en una ultracentrifuga Beckman durante 30 min. El sobrenadante se diluye con 3-
5 volumenes de tampdn de columna quelante de metales (guanidina 6M, Tris 20 mM, pH 7,4) y se filtra a través de
filtros de 0,22 micras para purificar. El extracto purificado se carga en una columna quelante Qiagen de Ni**-NTA de 5
ml equilibrada en el tampén de la columna quelante de metal. La columna se lava con tampén adicional que contiene
imidazol 50 mM (Calbiochem, grado Utrol), pH 7,4. Las proteinas se eluyen con tampdén que contiene imidazol 250
mM. Las fracciones que contienen la proteina deseada se agrupan y guardan a 4°C. La concentracién de proteinas
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se estima por su absorbancia a 280 nm utilizando el coeficiente de extincidn calculado en base a su secuencia de
aminodcidos.

La proteina se renaturaliza diluyendo la muestra lentamente en tamp6n de renaturalizacion preparado fresco que
consiste en: Tris 20 mM, pH 8,6; NaCl 0,3 M; urea 2,5 M; cisteina 5 mM, glicina 20 mM y EDTA 1 mM. Los
volimenes de renaturalizacion se eligen para que la concentracion final se encuentre entre 50 y 100 microgramos/ml.
La solucién de renaturalizacion se agita suavemente a 4°C durante 12-36 horas. La reaccién de renaturalizacion se
desactiva mediante la adiciéon de TFA hasta una concentracién final de 0,4% (pH de aproximadamente 3). Antes
de una purificacién adicional de la proteina, la solucién se filtra a través de un filtro de 0,22 micras y se afade
acetonitrilo hasta una concentracién final de 2-10%. La proteina renaturalizada se cromatografia en una columna de
fase inversa Poros R1/H con un tampén mévil de TFA al 0,1% con elucién con un gradiente de acetonitrilo del 10 al
80%. Se analizan alicuotas de fracciones con una absorbancia A,g, en geles de poliacrilamida-SDS y se agrupan las
fracciones que contienen la protefna renaturalizada homogénea. En general, las muestras renaturalizadas de manera
adecuada de la mayoria de proteinas se eluyen a las concentraciones mas bajas de acetonitrilo, ya que estas muestras
son las mds compactas con sus interiores hidrofébicos resguardados de la interaccidn con la resina de fase inversa.
Las muestras agregadas se eluyen normalmente a concentraciones de acetonitrilo superiores. Ademds de separar las
formas mal plegadas de las proteinas de la forma deseada, la etapa de fase inversa también elimina la endotoxina de las
muestras.

Las fracciones que contienen la proteina PRO7422 plegada deseada se agrupan y se elimina el acetonitrilo con
una corriente suave de nitrégeno dirigida a la solucién. Las proteinas se formularon en Hepes 20 mm, pH 6,8 con
cloruro sddico 0,14 M y manitol al 4% mediante didlisis o mediante filtracion en gel utilizando resinas Superfine G25
(Pharmacia) equilibradas en el tampén de formulacién y filtradas de forma estéril.

Ejemplo 14
Expresion de PRO7422 en células de mamiferos

Este ejemplo ilustra la preparacién de una forma potencialmente glicosilada de PRO7422 mediante la expresion
recombinante en células de mamiferos.

El vector pRKS5 (véase, EP 307.247 publicada el 15 de marzo de 1989) se utiliza como vector de expresion.
Opcionalmente, el PRO7422 se liga en el pRKS5 con enzimas de restriccidn seleccionadas para permitir la insercién
del ADN de PRO7422 utilizando procedimientos de unién tales como los descritos en Sambrook et. al., supra. El
vector resultante se denomina pRK5-PRO7422.

En una realizacion, las células huésped seleccionadas pueden ser células 293. Las células 293 humanas (ATCC
CCL 1573) se desarrolan hasta la confluencia en placas de cultivo de tejidos en un medio tal como DMEM suplemen-
tado con suero de ternera fetal y opcionalmente, componentes nutricionales y/o antibidticos. Se mezclan aproxima-
damente 10 ug de ADN de pRKS-[PRO7422] con aproximadamente 1 ug de ADN que codifica el gen de ARN VA
[Thimmappaya et. al., Cell, 31:543 (1982)] y se disuelve en 500 ul de 1 mM de Tris-HCI, 0,1 mM de EDTA, 0,227
M de CaCl,. A esta mezcla se le afiade, gota a gota, 500 ul de 50 mM de HEPES (pH 7,35), 280 mM de NaCl, 1,5
mM de NaPOy,, y se deja formar un precipitado durante 10 minutos a 25°C. El precipitado se suspende y se afiade a las
células 293 y se deja reposar durante aproximadamente cuatro horas a 37°C. El medio de cultivo se aspira y se afiaden
2 ml de glicerol al 20% en PBS durante 30 segundos. A continuacion, las células 293 se lavan con medio sin suero, se
aflade medio fresco y las células se incuban durante aproximadamente 5 dias.

Aproximadamente 24 horas después de las transfecciones, el medio de cultivo se extrae y se reemplaza por medio
de cultivo (solo) o medio de cultivo que contiene 200 uCi/ml de ¥*S-cistefna y 200 uCi/ml de 3°S- metionina. Tras una
incubacién de 12 horas, se recoge el medio condicionado, se concentra en un filtro de centrifugacion y se carga en un
gel SDS al 15%. El gel procesado puede secarse y exponerse a una pelicula durante un periodo de tiempo concreto para
revelar la presencia del polipéptido PRO7422. Los cultivos que contienen células transfectadas pueden experimentar
una incubacién adicional (en medio sin suero) y el medio se examina en bioensayos concretos.

En una técnica alternativa, se puede introducir el ADN de PRO7422 en células 293 transitoriamente utilizando el
procedimiento del sulfato de dextrano descrito por Somparyrac et. al., Proc. Natl. Acad. Sci., 12: 1575 (1981). Las
células 293 se desarrollan hasta la méxima densidad en un matraz giratorio y se afladen 700 ug de ADN de pRKS5-
[PRO7422]. En primer lugar, las células se concentran a partir del matraz giratorio mediante centrifugacién y se lavan
con PBS. El precipitado de ADN-dextrano es incubado en el residuo celular durante cuatro horas. Las células se tratan
con glicerol al 20% durante 90 segundos, se lavan con medio de cultivo de tejido, y se reintroducen en el matraz
giratorio que contiene el medio de cultivo de tejidos, 5 pg/ml de insulina bovina y 0,1 ug/ml de transferrina bovina.
Después de aproximadamente cuatro dias, el medio condicionado se centrifuga y se filtra para eliminar las células
y restos celulares. La muestra que contiene el PRO7422 expresado se puede concentrar a continuacién y purificar
mediante cualquier procedimiento seleccionado, tal como la didlisis y/o cromatografia en columna.

En otra realizacion, puede expresarse PRO7422 en células CHO. El vector pRK5-[PRO7422] puede transfectarse
en células CHO utilizando reactivos conocidos, tales como CaPO, o DEAE-dextrano. Tal y como se ha descrito
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anteriormente, los cultivos celulares pueden incubarse, y el medio puede sustituirse por medio de cultivo (solo) o
medio que contiene un radiomarcador, tal como **S-metionina. Después de determinar la presencia del polipéptido
PRO7422, el medio de cultivo puede sustituirse por medio sin suero. Preferiblemente, los cultivos se incuban durante
aproximadamente 6 dias y, a continuacién, se recoge el medio condicionado. A continuacién, el medio que contiene
el PRO7422 expresado puede concentrarse y purificarse mediante cualquier procedimiento seleccionado.

El PRO7422 etiquetado con epitopo puede expresarse también en células CHO huéspedes. E1 PRO7422 puede
subclonarse fuera del vector pRKS. El inserto del subclén puede someterse a PCR para fusionarse en el marco con una
etiqueta epitopo seleccionada, tal como una etiqueta de poli-His en un vector de expresion de Baculovirus. El inserto
de PRO7422 etiquetado con poli-His puede subclonarse a continuacién en un vector dirigido por SV40 que contiene
un marcador de seleccion, tal como DHFR, para seleccionar clones estables. Finalmente, las células CHO pueden
transfectarse (tal como se ha descrito anteriormente) con el vector dirigido por SV40. El marcaje puede realizarse,
tal como se ha descrito anteriormente, para verificar la expresion. El medio de cultivo que contiene el PRO7422
etiquetado con poli-His expresado puede a continuacién concentrarse y purificarse mediante cualquier procedimiento
seleccionado, tal como mediante cromatografia de afinidad de quelato con Ni**.

PRO7422 se puede expresar en células CHO mediante un procedimiento transitorio. La expresion estable en cé-
lulas CHO se puede realizar utilizando el siguiente procedimiento. Las proteinas se expresan como una construccién
IgG (inmunoadhesina), en la que las secuencias codificantes de las formas solubles (por ejemplo, los dominios extra-
celulares) de las proteinas respectivas se fusionan a una secuencia de regién constante de IgG1 que contiene la bisagra,
CH2 y los dominios de CH2 y/o es una forma etiquetada de poli-his.

Tras la amplificacién por PCR, los ADNs respectivos se subclonan en un vector de expresiéon de CHO utilizan-
do técnicas estdndar descritas en Ausubel et. al., Current Protocols of Molecular Biology, Unidad 3.16, John Wiley
and Sons (1997). Los vectores de expresion de CHO se construyen para tener sitios de restriccion 5’ y 3’ compa-
tibles del ADN de interés para permitir el traslado adecuado de los de ADNc. El vector utilizado para la expresion
en las células CHO es tal y como se describe en Lucas et. al., Nucl. Acid Res. 24:9 (1774-1779 (1996), y utili-
za el promotor/potenciador temprano de SV40 para dirigir la expresiéon del ADNc de interés y la dihidrofolato re-
ductasa (DHFR). La expresion de DHFR permite la seleccion para el mantenimiento estable del pldsmido tras la
transfeccién.

Se introducen doce microgramos del ADN plasmidico deseado en aproximadamente 10 millones de células CHO
utilizando reactivos de transfeccién Superfect® (Quiagen), Dosper® o Fugene® (Boehringer Mannheim) disponibles
comercialmente. Las células se desarrollan tal y como se describe en Lucas et. al., supra. Se congelan aproximada-
mente 3 x 107 células en una ampolla para el crecimiento y produccién posterior tal y como se describe a continuacion.

Las ampollas que contienen el ADN plasmidico se descongelan mediante la colocacién en un bafio de agua y se
mezclan mediante agitacion. El contenido se pipetea en un tubo de centrifuga que contiene 10 mL de medio y se
centrifuga a 1000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se aspira y las células se resuspenden en 10 ml de medio
selectivo (PS20 filtrado a 0,2 um con suero bovino fetal al 5% dialfiltrado a 0,2 um). A continuacién, las células se
fraccionan en un agitador de 100 mL que contiene 90 mL de medio selectivo. Después de 1-2 dias, las células se
transfieren a un agitador de 250 mL lleno con 150 mL de medio de crecimiento selectivo y se incuban a 37°C. Después
de otros 2-3 dias, se siembran 3 x 10° células/mL en agitadores de 250 mL, 500 mL y 2000 mL. El medio celular se
cambia por medio fresco mediante centrifugacion y resuspension en el medio de produccién. Aunque se puede utilizar
cualquier medio de CHO adecuado, en realidad se utiliza un medio de produccién descrito en la patente de Estados
Unidos No. 5.122.469, concedida el 16 de junio de 1992. En un agitador de produccién de 3L se siembra a razén
de 1,2 x 10° células/ml. En el dfa 0, se determina el nimero de células y el pH. En el dia 1, se toman muestras del
agitador y se inicia el burbujeo con aire filtrado. En el dia 2, se toman muestras del agitador, la temperatura se cambia
a 33°C, y se afiaden 30 mL de glucosa 500 g/L y 0,6 mL de antiespuma al 10% (por ejemplo 35% de emulsién de
polidimetilsiloxano, Dow Corning 365 Medical Grade Emulsion). Durante toda la produccion, el pH se ajusta segtin
la necesidad manteniéndose en valores alrededor de 7,2. Después de 10 dias, o hasta que la viabilidad cae por debajo
del 70%, el cultivo celular se recoge mediante centrifugacion y se filtra a través de un flitro de 0,22 um. El filtrado se
guarda a 4°C o se carga inmediatamente en columnas para la purificacion.

Para las construcciones etiquetadas de poli-his, las proteinas se purifican utilizando una columna de Ni**-NTA
(Qiagen). Antes de la purificacidn, se afiade imidazol al medio condicionado hasta una concentracién de 5 mM. El
medio condicionado se bombea en una columna de 6 ml de Ni**-NTA equilibrada en 20 mM Hepes, pH 7,4, tamp6n
que contiene 0,3 M de NaCl y 5 mM de imidazol a una velocidad de flujo de 4-5 ml/min. a 4°C. Tras cargarse, la
columna se lava con un tamp6n de equilibrio adicional y la proteina se eluye con tampdn de equilibrio que contiene
0,25 M de imidazol. La proteina altamente purificada se desala posteriormente en un tampén de almacenamiento que
contiene 10 mM Hepes, 0,14 M de NaCl y manitol al 4%, pH 6,8, con una columna G25 Superfine (Pharmacia) de 25
ml y se guarda a -80°C.

Las construcciones de inmunoadhesina (que contiene Fc) se purifican a partir del medio condicionado tal y co-
mo se indica a continuacion. El medio condicionado se bombea en una columna de Proteina A (Pharmacia) de 5 ml
que ha sido equilibrada en un tampén de 20 mM de fosfato sédico, pH 6,8. Después de cargarse, la columna se lava
ampliamente con tamp6n de equilibrio antes de la elucién con dcido citrico 100 mM, pH 3,5. La proteina eluida se
neutraliza inmediatamente recogiendo fracciones de 1 ml en tubos que contienen 275 uL. de tampén Tris 1M, pH 9.
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La proteina altamente purificada se desala posteriormente en un tampén de almacenamiento, tal como el descrito an-
teriormente para las proteinas etiquetadas con poli-his. La homogeneidad se calcula mediante geles de poliacrilamida
SDS y mediante la secuenciacién de los aminodcidos N-terminales mediante degradacién Edman.

Ejemplo 15
Expresion de PRO7422 en levadura
El siguiente procedimiento describe la expresion recombinante de PRO7422 en levadura.

En primer lugar, los vectores de expresion de levadura se construyen para la produccién o secrecién intracelular de
PRO7422 a partir del promotor ADH2/GAPDH. El ADN que codifica PRO7422 y el promotor se insertan en los sitios
para enzimas de restricciéon adecuados en el plasmido seleccionado para dirigir la expresion intracelular de PRO7422.
Para la secrecion, el ADN que codifica PRO7422 puede clonarse en el plasmido seleccionado, junto con el ADN
que codifica el promotor ADH2/GAPDH, un péptido sefial PRO7422 nativo u otro péptido sefial de mamifero, o, por
ejemplo, una secuencia sefial/lider secretora del factor alfa o invertasa de levadura, y secuencias enlazadoras (si se
necesitan) para la expresiéon de PRO7422.

Las células de levadura, tales como la cepa AB110 de la levadura, pueden a continuacion transformarse con los
plasmidos de expresioén descritos anteriormente y cultivarse en medios de fermentacion seleccionados. Los sobrena-
dantes de levadura transformados pueden analizarse mediante precipitacion con dcido tricloroacético al 10% y una
separacion mediante SDS-PAGE, seguido de la tincion de los geles con azul de Coomassie.

El PRO7422 recombinante puede aislarse posteriormente y purificarse mediante la extraccién de las células de
levadura del medio de fermentacidn por centrifugacion y, a continuacion, la concentracién del medio utilizando filtros
de cartucho especificos. El concentrado que contiene PRO7422 puede purificarse adicionalmente utilizando resinas de
cromatograffa en columna seleccionadas.

Ejemplo 16
Expresion de PRO7422 en células de insectos infectadas de Baculovirus
El siguiente procedimiento describe la expresién recombinante en células de insectos infectadas de Baculovirus.

La secuencia que codifica para PRO7422 se fusiona en direccion 5’ de un epitopo etiqueta contenido en un vector
de expresion de baculovirus. Dichas epitopo etiquetas incluyen etiquetas de poli-His y etiquetas de inmunoglobulina
(como las regiones Fc de IgG). Pueden utilizarse una variedad de pldsmidos, incluyendo pldsmidos derivados de
los plasmidos disponibles comercialmente, tales como pVL1393 (Novagen). Brevemente, la secuencia que codifica
PRO7422 o la parte deseada de la secuencia codificante de PRO7422, tal como la secuencia que codifica el dominio
extracelular de una proteina transmembrana o la secuencia que codifica la proteina madura si la proteina es extracelular,
se amplifica mediante PCR con cebadores complementarios a las regiones 5’ y 3’. El cebador 5° puede incorporar sitios
para enzimas de restriccion flanqueantes (seleccionados). El producto se digiere a continuacién con todas esas enzimas
de restriccion seleccionadas y se subclona en el vector de expresion.

El baculovirus recombinante se genera mediante la cotransfeccién del pldsmido anterior y el ADN del virus
BaculoGold™ (Pharmingen) en células de Spodoptera frugiperda (“Sf9”) (ATCC CRL 1711) utilizando lipofecti-
na (disponible comercialmente de GIBCO-BRL). Después de 4-5 dias de incubacion a 28°C, los virus liberados se
recogen y se utilizan para amplificaciones adicionales. La infeccién viral y la expresion de la proteina se realizan
tal y como se describe en O’Reilley et. al., Baculovirus expresion vectors: A Laboratory Manual, Oxford: Oxford
University Press (1994).

A continuacién, PRO7422, PRO7431 o PRO7476 etiquetados con poli-His expresados pueden purificarse, por
ejemplo, mediante cromatografia de afinidad de Ni**-quelato tal y como se indica a continuacién. Los extractos se
preparan a partir de las células recombinantes Sf9 infectadas del virus tal y como se ha descrito por Rupert et. al.,
Nature, 362: 175-179 (1993). Brevemente, las células Sf9 se lavan, se resuspenden en el tampdn de sonicacion (25
ml de HEPES, pH 7.9; 12,5 mM de MgCl,; 0,1 mM de EDTA; glicerol al 10%; NP-40 al 0,1%; 0,4 M de KCl), y se
sonican dos veces durante 20 segundos en hielo. Los sonicados se depuran por centrifugacion, y el sobrenadante se
diluye 50 veces en el tamp6n de carga (50 mM de fosfato, 300 mM de NaCl, glicerol al 10%, pH 7.,8) y se filtra a
través de un filtro de 0,45 um. Se prepara una columna de agarosa Ni**-NTA (comercialmente disponible de Qiagen)
con un volumen de lecho de 5 ml, se lava con 25 ml de agua y se equilibra con 25 ml del tampén de carga. El extracto
celular filtrado se carga en la columna a 0,5 ml por minuto. La columna se lava hasta la linea base a A,g, con el
tampodn de carga, en cuyo punto se inicia la recogida de la fraccién. A continuacion, la columna se lava con un tamp6n
de lavado secundario (50 mM fosfato: 300 mM de NaCl, glicerol al 10%, pH 6,0), que eluye la proteina no unidas
especificamente. Después de alcanzar la linea base a A,g, de nuevo, la columna se desarrolla con un gradiente de 0
a 500 mM de imidazol en el tampén de lavado secundario. Se recogen fracciones de un ml y se analizan mediante
SDS-PAGE vy tincién con plata o transferencia Western con Ni**-NTA-conjugado a fosfatasa alcalina (Qiagen). Las
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fracciones que contienen el PRO7422 etiquetado con His,, eluido, respectivamente, se agrupan y se dializan contra el
tampodn de carga.

Alternativamente, la purificacién del PRO7422 etiquetado con IgG (o con Fc) puede realizarse usando técnicas de
cromatografia conocidas, incluyendo, por ejemplo, cromatografia en columna con Proteina A o proteina G.

Mientras que la expresion se realiza en realidad a una escala de 0,5-2 1, puede realizarse facilmente a escalas
mayores (por ejemplo, 8 1). Las proteinas se expresan como una construccién IgG (inmunoadhesina) en la que la
region extracelular de la proteina se fusiona a una secuencia de region constante de IgG1 que contiene la bisagra, los
dominios CH2 y CH3 y/o las formas etiquetadas con poli-His.

Después de la amplificacién por PCR, las secuencias codificantes respectivas se subclonan en un vector de expre-
siépn de baculovirus (pb.PH.IgG pra fusiones IgG y pb.PH.His.c para proteinas etiquetadas con poli-His) y el vector
y ADN de baculovirus Baculogold® (Pharmigen) se cotransfectan en 10° células de Spodoptera frugiperda (“Sf9”)
(ATCC CRL 1711), utilizando Lipofectina (Gibcol BRL). pb.PH.IgG y pb.PH.His son modificaciones del vector de
expresion de baculovirus disponible comercialmente pVL1393 (Pharmigen), con regiones polienlazadoras modifica-
das para incluir las secuencias etiqueta His o Fc. Las células se desarrollan en medio TNM-FH de Hink suplementado
con FBS al 10% (Hyclone). Las células se incuban durante 5 dias a 28°C. El sobrenadante se recoge y posteriormente
se utiliza para la primera amplificacién viral mediante infeccion de células Sf9 en medio TNM-FH de Hink suple-
mentado con FBS al 10% a una multiplicidad de infeccién (MOI) de aproximadamente 10. Las células se incubaron
durante 3 dias a 28°C. El sobrenadante se recoge y la expresion de las construcciones en el vector de expresion de
baculovirus se determina mediante la unién por lote de 1 ml de sobrenadante a 25 1 de esferas de NTA-Ni** (Qiagen)
para las proteinas etiquetadas con histidina o bolas de Proteina-A Sefarosa CL-4B (Pharmacia) para proteinas etique-
tadas con IgG seguido de un andlisis por SDS-PAGE comparado con una concentracién conocida de proteina estandar
mediante tincién de azul de Coomassie.

El sobrenadante de la primera amplificacién viral se utiliza para infectar un cultivo del agitador (500 ml) de células
Sf9 desarrolladas en medio ESF-921 (Expression systems LLC) a una MOI de aproximadamente 0,1. Las células se
incuban durante 3 dias a 28°C. El sobrenadante se recoge y se filtra. La unién por lote y el andlisis de SDS-PAGE se
repitien cuantas veces sea necesario hasta confirmar la expresion del cultivo del agitador.

El medio condicionado de las células transfectadas (0,5 a 3 L) se recoge mediante centrifugacion para eliminar las
células y se filtra a través de filtros de 0,22 micras. Para las construcciones etiquetadas con poli-His, la construccién de
proteinas se purifica utilizando una columna Ni**-NTA (Qiagen). Antes de la purificacion, se afiade imidazol al medio
condicionado hasta una concentracién de 5 mM. El medio condicionado se bombea en una columna de Ni**-NTA
equilibrada en Hepes 20 mM, pH 7.4, tampdn que contiene NaCl 0,3 M e imidazol 5 mM a una velocidad de flujo de
4-5 ml/min a 4°C. Después de la carga, la columna se lava con tampdn de equilibrio adicional y la proteina se eluye
con tampon de equilibrio que contiene 0,25 M de imidazol. La proteina altamente purificada se desala posteriormente
en un tampon de almacenamiento que contiene Hepes 10 mM, NaCl 0,14 M y manitol al 4%, pH 6,8 con una columna
de 24 ml G25 Superfine (Pharmacia) y se almacena a -80°C.

Las construcciones de proteinas de inmunoadhesina (que contienen Fc) se purifican del medio condicionado de
la manera siguiente. El medio condicionado se bombea en una columna de Proteina A de 5 ml (Pharmacia) que se
habia equilibrado con tampén fosfato sédico 20 mM, pH 6,8. Después de la carga, la columna se lava ampliamente
con tampdn de equilibrio antes de la elucién con 4cido citrico 100 mM, pH 3,5. La proteina eluida se neutraliza
inmediatamente mediante la recogida de fracciones de 1 ml en tubos que contienen 275 ml de tampén Tris 1 M, pH
9. La proteina altamente purificada se desala posteriormente en tampén de almacenamiento tal como se describi
anteriormente para las proteinas etiquetadas con poli-His. La homogeneidad de las proteinas se verifica mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)-SDS y secuenciacién de amino4cidos N-terminal mediante degradacion
de Edman.

Alternativamente, se puede utilizar un procedimiento de baculovirus modificado que incorpora células High 5.
En este procedimiento, el ADN que codifica la secuencia deseada se amplifica con sistemas adecuados, tales como
Pfu (Stratagene), o se fusiona en direccién 5° (5’-de) de un epitopo etiqueta contenida con un vector de expresion de
baculovirus. Dichas epitopo etiquetas incluyen etiquetas poli-His y etiquetas de inmunoglobulinas (como las regio-
nes Fc de IgG). Pueden utilizarse diversos plasmidos, incluyendo pldsmidos derivados de plasmidos comercialmente
disponibles, tales como el pIE1-1 (Novagen). Los vectores pIE1-1 y pIE1-2 se disefian para la expresién constitutiva
de proteinas recombinantes del promotor iel de baculovirus en células de insecto transformadas de forma estable.
Los plasmidos difieren unicamente en la orientacion de los sitios de clonacién multiples y contienen todas las secuen-
cias promotoras conocidas por ser importantes para la expresion de genes mediados por ie-1 en células de insecto no
infectadas, asi como el elemento potenciador hr5. Los vectores pIE1-1 y pIE1-2 incluyen el sitio de inicio de la tra-
duccidn y pueden utilizarse para producir proteinas de fusiéon. En resumen, la secuencia deseada o la parte deseada de
la secuencia (tal como la secuencia codificante del dominio extracelular de una proteina transmembrana) se amplifica
mediante PCR con cebadores complementarios a las regiones 5’ y 3’. El cebador 5’ puede incorporar sitios para enzi-
mas de restriccion flanqueantes (seleccionados). El producto se digiere a continuacion con las enzimas de restriccién
seleccionadas y se subclona en el vector de expresion. Por ejemplo, los derivados de pIE1-1 pueden incluir la regién
Fc de la IgG humana (pb.PH.IgG) o una etiqueta de 8 histidinas (pb.PH.His) en direccion 3’ (3’-de) de la secuencia
deseada. Preferiblemente, la construccién del vector se secuencia para su confirmacion.
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Las células High 5 se desarrollan hasta una confluencia del 50% en las siguientes condiciones: 27°C, sin CO2, sin
pen/strep. Para cada placa de 150 mm, se mezclan 30 ug del vector basado en pIE que contenia la secuencia con 1
ml de medio Ex-Cell (Medio: Ex-Cell 401 + 1/100 L-Glu JRH Biosciences #14401-78P (nota: este medio es sensible
a la luz), y en un tubo separado, se mezclan 100 ul de CellFectin (CellFECTIN (GibcoBRL#10362-010) (se agita
para mezclar) con 1 ml de medio Ex-Cell. Las dos soluciones se combinan y se deja incubar a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Se afiaden 8 ml de medio Ex-Cell a los 2 ml de la mezcla de ADN/CellFECTIN vy esto se dispone
sobre las células high 5 que habian sido lavadas una vez con medio Ex-Cell. La placa se incuba a continuacién en
la oscuridad durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacién, la mezcla de ADN/CellFECTIN se aspira y las
células se lavan una vez con Ex-Cell para eliminar el exceso de CellFECTIN, se afiaden 30 ml de medio Ex-Cell fresco
y las células se incuban durante 3 dias a 28°C. El sobrenadante se recoge y se determina la expresion de la secuencia
en el vector de expresion de baculovirus mediante union por lote de 1 ml de sobrenadante a 25 ml de esferas de NTA-
Ni** (Qiagen) para las proteinas etiquetadas con histidina o esferas de Proteina-A Sefarosa CL-48 (Pharmacia) para
proteinas etiquetadas con IgG seguido por andlisis de PAGE-SDS comparando con una concentracién conocida de
proteinas estandar por tincién con azul de Coomassie.

El medio condicionado de las células transfectadas (0,5 a 3 1) se recoge mediante centrifugacion para eliminar
las células y se filtra a través de filtros de 0,22 um. Para las construcciones etiquetadas con poli-His, la proteina
que comprende la secuencia se purifica utilizando una columna NTA-Ni** (Qiagen). Antes de la purificacion, se afiade
imidazol al medio condicionado hasta una concentracién de S mM. El medio condicionado se bombed en una columna
de NTA-Ni?** de 6 ml equilibrada con Hepes 20 mM, pH 7,4, y tampén que contiene NaCl 0,3 M e imidazol 5 mM a
una velocidad de flujo de 4-5 min a 48°C. Después de la carga, la columna se lava con tampdn de equilibrio adicional
y la proteina se eluye con tampdn de equilibrio que contiene imidazol 0,25 M. La proteina altamente purificada se
desala posteriormente en un tampo6n de almacenamiento que contenia Hepes 10 mM, NaCl 0,14 M y manitol al 14%,
pH 6,8 con una columna de 25 ml G25 Superfine (Pharmacia) y se guarda a -80°C.

Las construcciones de inmunoadhesina (que contienen Fc) de las proteinas se purifican del medio condicionado de
la manera siguiente. El medio condicionado se bombea en una columna de 5 ml de Proteina A (Pharmacia) que habia
sido equilibrada con tampdn fosfato sédico 20 mM, pH 6,8. Después de la carga, la columna se lava ampliamente
con tampén de equilibrio antes de la elucién con 4cido citrico 100 mM, pH 3,5. La proteina eluida se neutraliza
inmediatamente mediante la recogida de fracciones de 1 ml en tubos que contienen 275 ml de tampén Tris 1 M, pH
9. La proteina altamente purificada se desala posteriormente en tampén de almacenamiento tal como se describié
anteriormente para las proteinas etiquetadas con poli-His. La homogeneidad de la secuencia se evalia mediante geles
de poliacrilamida-SDS y mediante secuenciacién de aminodcidos N-terminal mediante degradacién de Edman y otros
procedimientos analiticos segin se desee 0 sea necesario.

Ejemplo 17
Preparacion de anticuerpos que se unen a PRO7422
Este ejemplo ilustra la preparacion de anticuerpos monoclonales que pueden unirse especificamente a PRO7422.

Las técnicas para producir los anticuerpos monoclonales son conocidas en el sector y estdn descritas, por ejemplo,
en Coding, supra. Entre los inmundgenos que se pueden utilizar se incluyen proteinas de fusiéon de PRO7422 purificado
que contienen PRO7422 y células que expresan PRO7422 recombinante en la superficie celular. La seleccion del
inmunégeno puede realizarse segun el técnico en la materia sin una gran experimentacion.

Los ratones, tal como Balb/c, se inmunizan con el inmundgeno de PRO7422 emulsionado en adyuvante completo
de Freund y se injecta subcutdneamente o intraperitonealmente en una cantidad de 1-100 microgramos. Alternativa-
mente, el inmunégeno se emulsiona en el adyuvante de MPL-TDM (Ribi Immunochemical Research, Hamilton, MT)
y se inyecta en las bases de las patas traseras del animal. A continuacion, los ratones inmunizados se refuerzan 10 a 12
dias después con inmundgeno adicional emulsionado en el adyuvante seleccionado. A continuacién, durante diversas
semanas, los ratones también se pueden reforzar con inyecciones de inmunizacién adicionales. Las muestras de suero
se pueden obtener periddicamente de los ratones mediante muestras de sangre retro-orbitales para ser analizadas en
ensayos ELISA para detectar anticuerpos anti-PRO7422.

Después de detectar un titulo de anticuerpo adecuado, a los animales “positivos” para anticuerpos se les puede
inyectar una inyeccidn intravenosa final de PRO7422. De tres a cuatro dias mds tarde, los ratones se sacrifican y se
recogen las células del bazo. A continuacidn, las células del bazo se fusionan (usando polietilenglicol al 35%) a una
linea celular de mieloma murino seleccionado, tal como la P3X63AgU.1, disponible de ATCC, No. CRL 1597. Las
fusiones generan células de hibridoma que se pueden colocar a continuacién en placas de cultivo de tejido de 96
pocillos que contienen un medio HAT (hipoxantina, aminopterina y timidina) para inhibir la proliferacién de células
no fusionadas, hibridos de mieloma e hibridos de células de bazo.

Las células de hibridomas se cribardn en un ELISA para la reactividad contra PRO7422. La determinacién de

células de hibridomas “positivas” que secretan los anticuerpos monoclonales deseados contra PRO7422 esta dentro de
la técnica.
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Las células de hibridomas positivas se pueden inyectar intraperitonialmente en ratones singeneicos Balb/c para
producir fluidos asciticos que contienen los anticuerpos monoclonales anti-PRO7422. Alternativamente, las células
de hibridomas pueden desarrollarse en matraces o en botellas en rodillo de cultivos de tejidos. La purificacion de los
anticuerpos monoclonales producidos en los fluidos asciticos se puede realizar usando precipitacion con sulfato de
amonio, seguido por cromatografia de exclusidn en gel. Alternativamente, puede usarse la cromatografia por afinidad
basada en la unién del anticuerpo a la proteina A o la proteina G.

Deposito de material

Los siguientes materiales se han depositado con la American Type Culture Collection, 10801 University Blvd.,
Manassas VA 20110-2209. USA (ATCC):

Material ATCC Dep. No. Data del depédsito
DNA119536-2752 PTA-551 17 de agosto de 1889

Estos depésitos se realizaron segtn lo estipulado en el Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional
del Dep6sito de Microorganismos a los fines del Procedimiento en Materia de Patentes y el Reglamento bajo el mismo
(Tratado de Budapest). Esto asegura el mantenimiento de un cultivo viable del depdsito durante 30 afios a partir de la
fecha del depésito. Los depdsitos estardn disponibles mediante la ATCC segtin los términos del Tratado de Budapest,
y estdn sujetos a un acuerdo entre Genentech, Inc. y ATCC, que asegura la disponibilidad permanente y sin restriccién
de la progenie del cultivo del depdsito al uso publico tras la concesién de la respectiva patente estadounidense o
tras ponerse abierta a la inspeccién publica de cualquier solicitud de patente estadounidense o extranjera, la que sea
primera, y asegura la disponibilidad de la progenie a la persona autorizada por el Comisionado de Estados Unidos
de Patentes y Marcas de acuerdo con la norma 35 USC § 122 y las normas del Comisionado segiin lo acordado
(incluyendo 37 CFR § 1.14 con particular referencia a 886 OG 638).

El cesionario de la presente solicitud ha acordado que si un cultivo de los materiales en el depdsito muriera o
se perdiera o se destruyera cuando se cultiva en las condiciones adecuadas, los materiales serdn inmediatamente
remplazados en una notificacién por otros iguales. La disponibilidad del material depositado no se interpreta como
una licencia para realizar la invencién contraviniendo los derechos concedidos bajo la autoridad de cualquier gobierno
de acuerdo con sus leyes de patente.

La memoria escrita anterior se considera que es suficiente para permitir a un experto en la materia realizar la
invencién. La presente invencion no se limita en su alcance por la construccion depositada, ya que la realizacién
depositada pretende ser una ilustracién individual de ciertos aspectos de la presente invencion y otras construcciones
que son funcionalmente equivalentes estdn dentro del alcance de la presente invencidn tal y como se define en las
reivindicaciones. El depésito del material de la presente invencién no constituye una admisién de que la descripcion
escrita contenida en la presente invencion sea inadecuada para permitir la prictica de cualquier aspecto de la invencion,
incluyendo el modo éptimo de la misma, ni se interpreta como limitante del alcance de las reivindicaciones a las
ilustraciones especificas que representa. De hecho, las diversas modificaciones ademas de las mostradas y descritas en
la presente invencion serdn evidentes para los expertos en la materia a partir de la descripcién anterior y caen dentro
del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Referencias citadas en la descripcién

Esta lista de referencias citadas por el solicitante estd prevista tinicamente para ayudar al lector y no forma parte
del documento de patente europea. Aunque se ha puesto el médximo cuidado en su realizacién, no se pueden excluir
errores u omisiones y la OEP declina cualquier responsabilidad en este respecto.

Documentos de patente citados en la descripcion

e US 4675187 A [0050]

e US 4816567 A [0105] [0106] [0239] [0239] [0243]

e EP 404097 A [0109]

e WO 9311161 A [0109]

o US 4275149 A [0112]

e US 5364934 A [0120]

e WO 8705330 A [0132]

o US 4640835 A [0134]
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o US 4496689 A [0134]
o US 4301144 A [0134]
o US 4670417 A [0134]
o US 4791192 A [0134]
o US 4179337 A [0134]
o US 5428130 A [0137]
e WO 8905859 A [0145]
o US 4399216 A [0145]
o DD 266710 [0146]

o US 4946783 A [0146]
o EP 139383 A [0147]

o US 4943529 A [0147]
o EP 402226 A [0147]

« EP 183070 A [0147]

o EP 244234 A [0147]

o EP 394538 A [0147]

e WO 9100357 A [0147]
« US 5010182 A [0150]
e EP 362179 A [0150]

e WO 9013646 A [0150]
o EP 36776 A [0154]

o EP 73657 A [0156]

o GB 2211504 A [0157]
e EP 117060 A [0160]

e EP 117058 A [0160]

e WO 9318186 A [0171]
o US 4376110 A [0190]
e WO 9733551 A [0195] [0223] [0224] [0228] [0229]
o US 4873191 A [0205]
o US 4736866 A [0205]
o US 5545807 A [0244]
o US 5545806 A [0244]
o US 5569825 A [0244]
o US 5625126 A [0244]
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o US 5633425 A [0244]
o US 5661016 A [0244]

e WO 8101145 A [0245]
o WO 8807378 A [0245]
o US 4975278 A [0245]

o WO 9308829 A [0250]
e WO 9627011 A [0252]
o US 4676980 A [0258] [0258]
e WO 9100360 A [0258]
o WO 92200373 A [0258]
o EP 03089 A [0258]

o WO 9411026 A [0262]
o US 4485045 A [0264]

o US 4544545 A [0264]

o US 5013556 A [0264]

o US 3773919 A [0273]

o EP 616812 A [0276]

o EP 307247 A [0327]

o US 5122469 A [0336]

o US 05024729 B [0367]
o US 60138385 B [0367]
o US 60144790 B [0367]
o US 60146843 B [0367]
o US 60148188 B [0367]
o US 60149320 B [0367]
o US 60149327 B [0367]
o US 60149396 B [0367]
o US 60150114 B [0367]
o US 60151700 B [0367]
o US 60151734 B [0367]

Documentos no procedentes de patentes citados en la descripcion

e Boring. CA Cancel J. Clin., 1993, vol. 43, 7 [0002]
e Hunter. Cell, 1991, vol. 64, 1129 [0004]
e Bishop. Cell, 1991, vol. 64, 235-248 [0004]

75



10

15

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2332916 T3

e Alitalo er al. Adv. Cancer Res., 1986, vol. 47, 235-281 [0005]

e Slamon er al. Science, 1987, vol. 235, 177-182 [0006]

e Slamon er al. Science, 1989, vol. 244, 707-712 [0006]

e Schwab et al. Genes Chromosomes Cancer, 1990, vol. 1, 181-193 [0007]
e Ravdin; Chamness. Gene, 1995, vol. 159, 19-27 [0007]

e Hynes; Stern. Biochim Biophys. Acta, 1994, vol. 1198, 165-184 [0007]
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e Baselga et al. J. Clin. Oncol., 1996, vol. 14, 737-744 [0007]

e Cell cycle regulation, oncogens, and antineoplastic drugs. Murakami ez al. The Molecular Basis of Cancer. WB

Saunders, 1995, 13 [0051]

e Wilman. Prodrugs in Cancer Chemotherapy. Biochemical Societv Transactions, 1986, vol. 14, 375-382 [0054]

e Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery. Stella et al. Directed Drug Delivery. Humana Press,

1985, 147-267 [0054]

e Nielsen et al. Prot. Eng., 1997, vol. 10, 1-6 [0062]

e von Heinje ef al. Nucl. Acids Res., 1986, vol. 14, 4683-4690 [0062]
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REIVINDICACIONES
1. Polipéptido PRO7422 aislado.

(a) que tiene por lo menos un 80% de identidad en la secuencia de aminodcidos con la secuencia de aminoécidos
mostrada en la figura 2;

(b) que tiene por lo menos un 80% de identidad en la secuencia de aminoécidos con la secuencia de aminoacidos
codificada por la secuencia codificante de longitud completa del ADN plasmidico depositado bajo el niimero de acceso
de ATCC PTA-551;

(c) que tiene por lo menos un 80% de identidad en la secuencia de aminodcidos con el polipéptido mostrado en la
figura 2 que carece de su péptido sefial asociado;

(d) que tiene por lo menos un 80% de identidad en la secuencia de aminodcidos con el dominio extracelular del
polipéptido mostrado en la figura 2, con su péptido sefial asociado; o

(e) que tiene por lo menos un 80% de identidad en la secuencia de aminodcidos con el dominio extracelular del
polipéptido mostrado en la figura 2, que carece de su péptido sefial asociado;

cuyo polipéptido se sobreexpresa en el cancer de pulmoén.

2. Polipéptido PRO7422, segin la reivindicacidn 1, en el que el nivel de identidad en la secuencia es del 85%.
3. Polipéptido PRO7422, segin la reivindicacién 1, en el que el nivel de identidad en la secuencia es del 90%.
4. Polipéptido PRO7422, segtin la reivindicacién 1, en el que el nivel de identidad en la secuencia es del 95%.
5. Polipéptido PRO7422 aislado, segin la reivindicacién 1, que ademas

(a) tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la figura 2;

(b) que tiene una secuencia de aminodcidos codificada por la secuencia codificante de longitud completa del ADN
depositado bajo el nimero de acceso de ATCC PTA-551;

(c) que tiene la secuencia de aminodcidos del polipéptido mostrado en la figura 2 que carece de su péptido sefial
asociado;

(d) que tiene la secuencia de aminodcidos del dominio extracelular del polipéptido mostrado en la figura 2, con su
péptido sefial asociado; o

(e) que tiene la secuencia de aminodcidos del dominio extracelular del polipéptido mostrado en la figura 2, que
carece de su péptido sefial asociado.

6. Molécula quimérica que comprende un polipéptido PRO7422, segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
fusionado a una secuencia de aminodcidos heter6loga.

7. Acido nucleico que tiene:

(a) una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminodcidos que tiene por lo menos un 80% de
identidad en la secuencia de aminodcidos con la secuencia de aminodcidos mostrada en la figura 2;

(b) una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminodcidos que tiene por lo menos un 80% de
identidad en la secuencia de aminodcidos con el polipéptido mostrado en la figura 2 que carece de su péptido sefial
asociado;

(c) una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminodcidos que tiene por lo menos un 80% de
identidad en la secuencia de aminoacidos con el dominio extracelular del polipéptido mostrado en la figura 2, con su
péptido sefial asociado;

(d) una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminodcidos que tiene por lo menos un 80% de
identidad en la secuencia de aminoécidos con el dominio extracelular del polipéptido mostrado en la figura 2, que
carece de su péptido sefial asociado;

(e) una secuencia de nucledtidos que tiene por lo menos un 80% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos
con la secuencia de nucledtidos mostrada en la figura 1;
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(f) por lo menos un 80% de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos con la secuencia codificante de longitud
completa del ADN plasmidico depositado bajo el niimero de acceso de ATCC PTA-551;

cuyo 4cido nucleico se amplifica en el cdncer de pulmon.

8. Acido nucleico, segun la reivindicacion 7, en el que el nivel de identidad en la secuencia es del 85%.
9. Acido nucleico, segun la reivindicacion 7, en el que el nivel de identidad en la secuencia es del 90%.
10. Acido nucleico, segun la reivindicacion 7, en el que el nivel de identidad en la secuencia es del 95%.

11. Acido nucleico aislado, segun la reivindicacién 7, que tiene ademas
(a) una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada en la figura 2;

(b) una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido mostrado en la figura 2 que carece de su péptido sefial
asociado;

(c) una secuencia de nucleétidos que codifica el dominio extracelular del polipéptido mostrado en la figura 2, con
su péptido sefial asociado;

(d) una secuencia de nucleétidos que codifica el dominio extracelular del polipéptido mostrado en la figura 2 que
carece de su péptido sefial asociado;

(e) la secuencia de nucledtidos mostrada en la figura 1;

(f) la secuencia codificante de longitud completa del ADN plasmidico depositado bajo el niimero de acceso de
ATCC PTA-551.

12. Vector que comprende el dcido nucleico segtin cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11.

13. Célula huésped que comprende el vector segtin la reivindicacién 12.

14. Proceso para producir un polipéptido PRO7422, segiin la reivindicacién 1, que comprende cultivar la célula
huésped segtin la reivindicacién 13 en condiciones adecuadas para la expresion de dicho polipéptido y recuperar dicho

polipéptido del cultivo celular.

15. Anticuerpo aislado que se une especificamente a un polipéptido PRO7422 segiin se define en cualquiera de las
revindicaciones 1 a 5.

16. Anticuerpo, segtn la reivindicacién 15, que es un anticuerpo monoclonal.

17. Anticuerpo, segtn la reivindicacién 16, que comprende una regién determinante de complementariedad (CDR)
no humana o una regién armazén (FR) humana.

18. Anticuerpo, segtin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, que estd marcado.

19. Anticuerpo, segin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18, que es un fragmento de anticuerpo o un anticuerpo
de cadena tnica.

20. Molécula de 4cido nucleico que codifica el anticuerpo segtin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19.

21. Vector que comprende la molécula de 4cido nucleico segtn la reivindicacién 20.

22. Célula huésped que comprende el vector segtin la reivindicacién 21.

23. Procedimiento para producir un anticuerpo, segtin cualquiera de las reivindiacicones 15 a 19, comprendiendo
dicho procedimiento cultivar la célula huésped segtn la reivindicacién 22 en condiciones suficientes para permitir la
expresion de dicho anticuerpo y recuperar dicho anticuerpo del cultivo celular.

24. Molécula de 4cido nucleico aislada que se hibrida en condiciones astringentes a una secuencia de 4dcido nucleico
que codifica un polipéptido PRO7422, segtin se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o el complemento
de la misma, en el que dichas condiciones astringentes utilizan formamida al 50%, 5 x SSC, fosfato sédico 50 mM (pH

6,8), pirofosfato sédico al 0,1%, 5x solucién de Denhardt, ADN de esperma de salmén sonicado (50 pg/ml), SDS al
0,1% y sulfato de dextrano al 10% a 42°C, con lavados a 42°C en 0,2xSSC y formamida al 50% a 55°C, seguido de un
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lavado que comprende 0,1 x SSC que contiene EDTA al 55°C, y donde dicha molécula de acido nucleico se amplifica
en cancer de pulmon.

25. Procedimiento para determinar la presencia de un polipéptido PRO7422, segtin se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, en una muestra sospechosa de contener dicho polipéptido, comprendiendo dicho procedimiento
exponer la muestra a un anticuerpo anti-PRO7422, segiin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19, y determinar la
unién de dicho anticuerpo a dicho polipéptido en dicha muestra.

26. Procedimiento, segtin la reivindicacién 25, en el que dicha muestra comprende una célula sospechosa de con-
tener un polipéptido PRO7422 segtin se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

27. Método de diagnéstico de un tumor de pulmén, comprendiendo dicho método:

(1) detectar el nivel de expresiéon de un gen que codifica un polipéptido PRO7422, segtin se define en cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 5, (a) en una muestra a analizar de células de tejido obtenidas del mamifero, y (b) en
una muestra de control de células de tejido normal conocido del mismo tipo de célula, donde un nivel de expresién
superior en la muestra a analizar en comparacién con la muestra de control es indicativo de la presencia del tumor en
el mamifero del cual se obtuvieron las células del tejido a analizar; o

(ii) (a) poner en contacto un anticuerpo anti-PRO7422, segiin cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19, con una
muestra a analizar de células de tejido obtenidas del mamifero, y una muestra de control de células de tejido normal
del mismo tipo de célula, y (b) detectar la formacién de un complejo entre dicho anticuerpo y un polipéptido PRO7422
en la muestra a analizar y la muestra de control, donde la formacién de una mayor cantidad de complejos en la muestra
a analizar es indicativa de la presencia de un tumor en dicho mamifero.

28. Kit de diagndstico de cincer de pulmén que comprende un anticuerpo anti-PRO7422 segtin cualquiera de las
reivindicaciones 15 a 19 y un portador en un envase adecuado.

29. Kit segtin la reivindicacién 28, que comprende ademads instrucciones para utilizar dicho anticuerpo para detectar
la presencia de un polipéptido PRO7422 en una muestra sospechosa de contener el mismo.
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FIGURA 1

ATGAGGAAGCTCCAGEGCAGGATGETTTACCTGCCTGRACAGCAAGATGATGGCTACACTAGCCCCCATTC
TCTGGBCGCCTGGATTTGCCCACCAGATCTCCT CACCTCTTGCCCTT CACCTCCTGCTGTACCTACARGGT
CTCCCGGATTCTCATCTGCCCATAATCATGGACACAGCCCCAGGATGTGCAGGACTCTCAGGGACCATCTG
GACTTCLAGC TCGAATCTGGGCCTGGTGOAG TCGEAGTGEEGCAGGEGCCTGCATTAGGCTCACTTAGAGA
GCACAGTTATTCCATCCATATGGAAATAAACATTTTGGATTCCTGATC
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FIGURA 2

MMATLAPILWAPGFAHQISSPLALHLLLYLQGLPDSHLPIIMDTAPGCAGLSGTIWSS SWNLGLVEHEWGR
GLHWADLESTVIPSIWK

Secuencia serial: Aminoédcidos 1-15
Sitios de N-miristoilacién: Aminoacidos 32-38; 50-56; 53~
59; 72-78

86



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<110> Genentech, Inc.

ES 2332916 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<120> Composiciones y métodos para el tratamiento de tumores
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<400> 1

<210>2
<211> 170
<212> PRT

cgggtcatgce
gcgggcgecg
gctacccgca
actcacttct
ctggcgccac
gcgtcgtggt

cgccggggece
ccgggagcge

ggcgeegecy
ccccggcecag

gcccgtectg

<213> Homo Sapien

<400> 2

Met Arg

Arg Ala

Arg Ser

Phe Ser

Val Gln

Ile Arg

Ser Gly

Ser Arg
Glu Asn
Gly Gln

Pro Gly

Pro Val

Arg

Pro

Tyr

Ser

Gly

Ser

Phe

Leu

Gly

Pro

Gly

Leu

gccgecgect
gacgccgegy
cctggagggce
tcctgegegt
ggccaggaca
catcaaagca

gcctctacgg

atcgaagaga
cggccagccce
gcggccggac

gtctcctgag

Arg Leu

Ala
20

Asp

His
35

Pro

Thr His

50

Thr Arg

65
His
80

Val

Val
95

Thr
110

Tyr

Tyr

Asn
125

His

Phe
140

Met

Thr
155

Arg

Val Ser

170

Trp

Ala

Leu

Phe

Trp

Val

Ala

Val

Thr

Leu

Arg
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gtggctggge
gaaccccgag
gacgtgcgcet
ggatcccggce
gcatcctgga
gtgtcctcag

gtcgcgacte

acggccacaa
atgttcctgg
gcggcggtac
520

Leu Gly

Gly Thr

Glu Gly

Phe Leu

Arg His

Gly Val

Met Asn

Asp Cys
Tyr Ala

Ala Leu

Arg Tyr

ctggcctggce
cgcgtcgegg
ggcggegect
ggccgegtge
gatccgcectcect
gcttctacgt

tacaccgtgg

tgctgctgge
ggaccgcgca
cttctccectcece
agggcacccg
gtacacgtgg
ggccatgaac

actgcaggtt

50

100

150

200

250

300

350

cacctacgcc tcacagcget 400

cgctggacag gagggggggg 450

cacctgteccg cccactteet 500

Ala
10

Leu Trp

Pro Ser Ala

Val
40

Asp Arg

Val
55

Arg Asp

Gln
70

Gly Asp

Val val 1Ile

Arg Arg Gly

100

Phe
115

Arg Arg

Gln
130

Ser Arg

Asp Arg

145

Arg

Leu Ser

160

His

Leu Leu

Ser Arg

Trp Arg

Pro Gly

Ser Ile

Lys Ala

Arg Leu

Glu Arg

Trp Arg

Gly Gly

Ala His

Leu

Gly

Arg

Gly

Leu

Val

Tyxr

Ile

Arg

Pro

Phe

Ala
15

Pro
30

Leu
45

Arg
60

Glu
75

Ser
30

Gly
105

Glu
120

Arg
135

Arg
150

Leu
165
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<210>3
<211> 841
<212> ADN

<213> Homo Sapien

<400> 3

<210>4
<211> 184
<212> PRT

ggatgggcga
atttgtaatt

cctecattgg
aattccagtg
ggcagatgaa

tgggattgtg
agcccaccag
tttcacacta
acaatagcgg
cttttacctt
actttgtgct
ttetecatet
gtgtcctgtg
acagccaaca
ccttaacaag
ccttgtgaga

ggaactgata

<213> Homo Sapien

ES 2332916 T3

gcagtctgaa
gcttgtgtge
cacagacttc
atttgaataa

aagacttata
gagacggtgt
aaaggacaga
actgagcagt
gattgatctce
ttgtgagttt
tgcatttgee
ccttgcagat
tagatgctcc
tcatttccag
ccttcagagg
ctctaataaa

gaaataaaat

tgccagaatg
ttagccteat
tggtatgaat
aagcatctgg

atgatgcact
atcaccatac
gtcatttgat
tcatggagaa
cttaggacct
aggtttgatg
gaagcttata
accatgctgt
agctgaaatc
ccatgtgtgg
acttcagcca
gaaccaacta

gaattgttgt

gataaccgtt

ttccaccate
atcgaagtce
gatgaattca
ttttegatac

ccaaaaacat
gtggtcacaa
atttgttgat
atctttggcg
tgetttgggg
tcececaccatt
gaagtccagg
ccaagctaag
gagccatcct
cagctattat
gctgagccca

tttgtgecgt

ttgctacagc
tacatggcag

agttcaagaa
ttagtgatga

aatggcacag
gcattggtat
aatgtgtgag
cccggaaace
ttgccagttce
ctttgatcgg
gccacgggea
ccacatggag
ctececcaactg
ggatgtccag
cttactacat
atcaacctat

t 841

100
150
200
250

300
350
400
450
500
550
6500
650
700
750
800
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<400> 4

Met

Ser

Phe

Leu

Glu

Gly

Tyr

Cys

Asp

Leu

Met

Asp

Leu

Trp

Asn

Lys

Leu

Ser

Val

Pro

Trp

Cys

Ser Leu

Asp Thr

<210>5
<211> 1130
<212> ADN

<213> Homo Sapien

Asn

Ile

Tyr

Lys

Thr

Trp

Pro

Ser

Gly

Arg

Phe

Tyr

Met

Arg

Ser

Glu

Ser

Tyr

Arg

Pro

Phe

Asn

Cys

Gly

Pro

Leu

Phe
Thr
Tyr

35

Ile
50

Asn
65

Arg
80

Glu
95

Thr
110

His
125

Gln
140

Ala
155

Thr
170

ES 2332916 T3

Ala

Ile

Arg

Trp

Asp

Cys

Arg

Leu

Asn

Phe

Leu

Ile

Thr

Tyr

Ser

Asp

Ala

Ile

Thr

Thr

Ser

Leu

Ile

Ala

Ala

Met

Pro

Glu

Leu

Thr

Glu

Glu

Gly

Leu

Gly

Thr

Phe

Ala

Val

Phe

Phe

Ile

Ser

Gln

Ile

Pro

Leu

Gly

Val
10

Ala
25

Gln
40

Ile
55

Arg
70

Pro
85

Phe
100

Phe
115

Asp
130

Phe
145

Cys
160

Ile
175

Ile

Ser

Glu

Ser

Tyr

Lys

Asp

Met

Leu

Val

Ala

Leu

Ala

Ile

Asn

Asp

Asn

Asn

Val

Glu

Leu

Ser

Cys

His

Cys

Gly

Ser

Glu

Gly

Met

Val

Lys

Arg

Leu

Ile

Leu

Val

Thr

Ser

Ala

Thr

His

Thr

Phe

Thr

Gly

Cys

Leu

Leu
15

Asp
30

Asp
45

Asp
60

Val
75

Trp
90

Lys
105

Val
120

Tyr
135

Leu
150

Arg
165

Ala
180
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<400> 5

<210> 6
<211> 315
<212> PRT

gggcetggceg
tctgtcgtca
catcggcctg
ctgacggaga
gtaggccgcet
accccggegt
cccagcgagt
attccagccce
aacagggaaa
ctcgaaaggc
cgcctagagt
tcgcctgaag
agcaggcccg
gtggtagaag
cagcttcctg
ttttggaaga
aaccgcatcc
c¢gaccggggce
ccaatttcat
gccagcaact
agcctgactce

tcatccttece
gttgtggatt

<213> Homo Sapien

atccggatcce
tggtggggece
atcctcttcc
accactgcac
ctttgcccca
cggagggact
ggcctgggaa
aggaggaaga
attggagcca
tcagcgagag
cccaacgtga
gaagaacaga
gcgggatcac
aagaaggtgt
acagaattca
tctggcecttte
aggacctgcet
aagtttatct
ccgacagcgg
ccctcatctce
cagtccttcce

ctaatgccgt
aaaggcctgt

ES 2332916 T3

cgcaggcgcg
ctgggtgtat
tgactcgcag
aatgaggaag
ggagtctgaa
tgggcagcceg
gacggggatg
aggcattgag
agaaactacg
gcagaggagg
ggccgaatgg
aggaggagga
gaggagtacc
tagcgaaacc
tcaattacat
cagatgggcc
gacggagggyg
acataacccc
ggccgggtgt
ctggggccag
ttgagtgtat

cttggggcag
gaatactgaa

ctggctgcegce
ctggtggcgg
ccggggtcegg
agagggcagg
gaacagagaa
tctacaggcc
agaatgtggg
aagccagcag
gaagctagag
ctgaacgtga
aagaaggaag
agagaggaag
tgaaactgaa
atgactgagg
caagaagtcc
taaggactca
actctaacag
agaggaactg
ccatcacaga
gacctccctg
cctgtggect

ggatggaata
1130

tgccceggetg
cagttttgct
gcggcagcag
agcaggccag
ctggaagcag
cagcgtcgag
tcaaactgtt
aagttcaccc
gaaaaacagg
agaacggaaa
aggaacggct
gctcaggagg
ggaggccttc
agcagtctca
aaggttgtgc
ggacgccata
gtgtgattga
gctgccgtgg
gcttgcccag
cccaggcettce
acatgtgtct

tgaccagaaa

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950
1000
1050

1100
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<400> 6

<210>17
<211> 3476

Met

Gly

Ala

Gly

Thr

Gln

Glu

Ile

Lys

Arg

Ser

Leu

Glu

Ala

Glu

Lys

Leu

Glu

Tyr

Gln

Ser

Val

Leu

Asp

Gln

Gly

Ala

Asn

Glu

Lys

Glu

Gln

Lys

Gln

Phe

Gln

Ser

Arg

Gly

Ile

Arg

Leu

Gly

Ile

Gly

Val

Ser

Gln

Val

Lys

Leu

Ala

Arg

Glu

Ala

Val

Ser

Lys

Thr

Thr

Thr

Gly

Ile

Pro

Leu

Glu

Gly

Arg

Arg

Gly

Pro

Arg

Glu

Glu

Glu

Arg

Val

His

Val

Gln

Leu

Pro

Arg

Ser

Pro
65

Arg
80

Gln
95

Ala
110

Lys
125

Glu
140

Ala
155

Gln
170

Arg
185

Glu
200

Ser
215

Val
230

Asp
245

Thr
260

Glu
275

Val
290

Trp
305

ES 2332916 T3

Val

Leu

Leu

Ser

Arg

Ala

Thr

Glu

Leu

Ala

Glu

Lys

Asp

Glu

Phe

Leu

Ala

Gly

Glu

Ser

Gly

Tyr

Thr

His

Leu

Arg

Gln

Val

vVal

Glu

Glu

Trp

Glu

His

Glu

Leu

Leu

Ile

Val

Leu

Ile

Gln

Leu

Arg

Asn

Pro

Arg

Arg

Ile

His

Glu

Arg

Lys

Glu

Glu

Gly

Thr

Glu

Asn

Ile

Ala

Thr

Asp

Val

Ser

Glu

Gln

Arg

Val

Pro

Bro

Lys

Glu

Lys

Glu

Glu

Val

Glu

Asp

Arg

Asp

Ala

Glu

Leu

Ala
10

Arg
25

Glu
40

Glu
55

Asp
70

Ala
Ala
100

Thr
115

Gln
130

Glu
145

Glu
160

Glu
175

Tyr
180

Ser
205

Phe
220

Leu
235

Ile
250

Asp
265

Val
280

Leu
295

Pro
310

Ala

Gly

Glu

Ser

Leu

Trp

Gln

Gly

Ala

Arg

Glu

Arg

Leu

Glu

Ile

Ala

Gln

Arg

Ala

Ala

Ala

Val

Arg

Arg

Glu

Gly

Glu

Glu

Lys

Arg

Lys

Glu

Lys

Lys

Thr

Asn

Phe

Asp

Gly

Asn

Gln

Gln

Leu

Ala

Ala

Glu

Ser

Asp

Glu

Ile

Lys

Arg

Arg

Ala

Leu

Met

Tyr

Gln

Leu

Lys

Phe

Ala

Ala

Leu

Ala

Gly

Gln

Arg

Gly

Glu

Gly

Ala

Leu

Leu

Gln

Lys

Thr

Ile

Met

Leu

Phe

Ile

Ser

Ser

Ile
15

Ala
30

Ala
45

Arg
60

Leu
75

Asp
90

Gly
105

Ala
120

Gln
135

Glu
150

Arg
165

Glu
180

Glu
195

Glu
210

Lys
225

Gly
240

Thr
255

ile
270

Arg
285

Asn
300

Ala
315
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<212> ADN
<213> Homo Sapien

<400> 7

gctctatgcc
agaaggcagc
g99999c9999
gggggttitg
gcggcecccag
tgcagctgcea
gacaaacttc
catggcccag
ctcctgcage
gcttttecgeg
cggcgeectce
gccgecgggce
€ggggccggg
gaacgaggcc
tcaccgacgt
atctatcgcet
ggaggtcaag
gctatgcttt
gcccacateg
tgagcaatgt
tccagaccece
gtccggaact
ttatgctgaa
agctgacatt

attgccacca
ctgcagccca

cacccagcecca

ctcttcccca

gcctaccttg

gggtcccgtg
gcggcceecgyg
tgctgcgceceg
cctctcectcea
ggactgagcc
gcagtgccgce
ctgttcctgce
tttagcagat
tgcgcatcege
accatccctt
tgtgctgggce
aggcagaggt
taccggttcc
cteccctggceg
gtgaggtcca
gtcaaagggg
ctcecttttcet
ccacccegga
gatgctggct
acgagaggcc
atggtgtggt
gacctaaatg
ggaggaagca

cgggccaact
gggtggctag

gcgetgtggt

accagactgg

ES 2332916 T3

ctctcgcegce

accgtcccga

ggagggcggyg
ggagggccgg
cgctcgcgcea
gtgcacccgg
gacccaaccce
ccctgetgge
gttctggaag
gggcgacgceg
gccacgtcca
tctcecgeggg
gctggtggceg
gcgtggcact
ctgagcgagce
gcacggcatc
tcgtctttet
ggggcccagg
gcagctctat
ggctgtcgga
tgttacggag
ggacccggat
gagaactgtt
cgggcgtact

gtatgcagcc
ctgatggcag

gggggcttge

cttccccaat

tgctgccgga
gagccccgceg
gcaggggcgg
cgcectette
gtctccgceeg
aggagacccc
cagccetggg
agccctggtc
gagacagctc
ccactgcagg
ctacctgcgg
tcaagtggac
cggggagtgc
gcctgegtac
tgcgeccccaa
gatgacagca
ctaccgagag
aggcctgtgc
gccgcctacce
tcagaccgtg
acatggatgg
gacctctatg
cctgggtgac
gccaggagceg

tgggatggtg
tgtgcgctac

ctggtgtcaa

aagcacagcce

gccgaagcag
ctcccgacca
ggggaagaaa
cgaatgtcct
cagtctcagc
cggaggaggc
tagcctgcag
ctggcccagg
agaggaccgc
gcgtgctcgg
ccaccgecga
tttcctgtee
gcgtcaaggt
ccagcgtcgce
cgactcaggt
gcgacgctgt
ggctctgccce
ccgcattgga
ttgggggcta
aggtatccca
cttcceecggg
atgtgtactg
cctccagaga
gggtgcagag

gcctggacca
cccatcgtca

gactctctte

gcttcaacgt

100

150

200

250

300

350

400

450

500

550

600

650

700

750

800

850

900

950

1000

1050

1100

1150

1200

1250
1300

1350

1400
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ctactgcttc
acccagcctc
acagagaccc
atcccgtggg
gaagctccac
tttgaaacac
taaggcattg
aggaagaaga
agcgagctca
agcccaggag
ctggtgcatc
agggtccatg
cctagcatcc
aggcaactgg
gagacaggaa
ccctgagggt
gaactgcccc
gacagcgcca
tgtccccecagce
gggtccgcetg
ggccteeget
caagcacttt
ggatgtacgg
ttcatcaaca
gaccatcgaa
agaactggaa
tgcgtggtca
caactaccac

cgccaccgga
tatgaggtgg

gcgcaatctg

cccagatctc

cgagactcgg
caacccagcce
tggaggaact
gccatctact
tccagaagac
aatccatggt
gaggaagaag
agaggaggag
gcagcccggg
aagtcactct
accacttcct
gaccacctac
ccatcacctt
tggtcctgag
gctccgaggg
accagggagc
agcagggacc
gccgaggtgg
ccctgceccaca
cctatgtctg
tctgcaaccc
tccacacgaa
cgcgcatctg
accggtaccg
ggcgacttcect
ccctgggcag
tggtgtggca
ctgtcctaca

gctgcccctg
acactgtgct

ccgctgatcc

ctgtgtgccce

ES 2332916 T3

cccagceccttce
tctgatggac
gcagctgcct
ccatccccat
ccagcagagg
accgcccacg
agaaatatga
gtggaggatg
ccctgaggcecce
cccaggcgcce
gatggagagt
tgagactctg
ccactctggt
ctatctgggg
tgccecettece
tggaggcccc
tcagtgcagg
agtggccgtg
atggtgggac
cctggcectatg
cggctgggac
ggagctggga
gccagcatca
ggagtaccag
tgtggtcgga
cctgacagct
tgatcaggga
cctgcaagat

gctcaagtgt
tcgctaccgg

gatgccaaga

agaagacctg

tgccatccct
tagaggctat
caggaagcca
catggaggac
ccectaggac
gggttctcag
agatgaagaa
aggctctgtg
tctctceccca
agcaagggca
cagaagctte
cccactccca
tgaggcaaga
tccectcecgagyg
ctgcttccag
ctctgaagat
cccagcecagt
gtccccegeat
atgcttggag
ggggggacct
gccttceccagg
ggaggcagag
gcacacccga
tggatcggac
tggcgtcccec
acttcctgtc
caatggagtg
ggggctggtg

tcggecgceec
tgccgggaag

gaacggtcgt

cccgagctcet

gaggcctcca
cgtcacagtg
cagagagtga
ggaggaggtg
gctcctagaa
aagaggaagg
gagaaagagg
ggcatggccc
ctgagccagce
gtcctgcagce
caggcctcca
gggagaggaa
gaggtggggg
agagagcgag
ccacacgggc
aattctggaa
gctgcccact
caggtgactg
gaggaggaag
gtgcgatgtt
gcgcctgcta
acccagtgcc
ggaacaggac
tcaacgacag
ctgctctatg
tggagagaac
acgtgccctg
tcctgtggge

acggctgcgc
gactggccca

tgggaggccce

gcacccagag

1450
1500
1550
1600
1650
1700
1750
1800
1850
1900
1950
2000
2050
2100
2150
2200
2250
2300
2350
2400
2450
2500
2550
2600
2650
2700
2750
2800

2850
2900

2950

3000
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<210> 8

<211>911
<212> PRT

gaggacccag
gttgatcccce
gaacactgcc
cttgcgctcc
ggagtccagg
ctccagccca
atcagggccg
gccatcttgt
gggttttcca

aggaaataaa

<213> Homo Sapien

<400> 8

Met Ala

Gln Ala

Glu Asp

Gln Gly
Tyr Leu

Arg Val

Leu Val

Phe Arg

Ser Leu

Arg Cys

Glu Val

Ala Arg

Arg Ile

Gln

Pro

Arg

Val

Arg

Lys

Ala

Val

Ala

Glu

Lys

Tyr

Gly

aaggacgtca
ccttccagcece
ggccacagca
cgccaccaca
tgacagttcce
gcccaggccce
gagtaaatcc
ccccectcetatt

agggaatggg
actgtgtatg

Leu Phe

Ala
20

Ala

Ala Phe

35

Gly
50

Leu
Pro
65

Thr
80

Pro

Trp

Arg Gly

95

Ala Leu

110

Ser
125

Leu

Val Gln

140

Val Lys

155

Ala Phe

170

Ala His

Leu

Leu

Arqg

Gly

Pro

Phe

val

Pro

Glu

His

Gly

Ser

Ile

ES 2332916 T3

ggggaggcta
ccatgccagg
ctgccctgte
ggaagtgaca
tgaaggggct
tctccccecta
ctaagtgcct
cctctaggga
cttgcaggat

agccca 347

Pro Leu

Ala Asp

Val Arg

Ala Leu

Ser Arg

Leu Ser

Arg Val

Ala Tyr

Leu Arg
Gly Ile

Val val

Phe Ser

Ala Thr

ctgggacgcet
tcectagggg
acccaaattt
acatgacgag
tctgggaaat
ccctgggcecac
caactgccect
gcactgtgcc
ggagtgtctg
6

Ala
10

Leu Ala

Val Leu Glu

25

Ala
40

Ile
55

Ala
70

Ile Gly

Thr Pro

Arg Val

Arg Gly

85

Arg

Val
100

Lys Asn

Ala
115

Pro Ser

Asn
130

Pro Asp

Asp Asp Ser

145

Phe Leu

160

Tyr

Ala
175

Glu

Gly Gln

Pro Gln

ggaaggcgct
gcaaggcctt
tccctcacac
gggtggtgct
acctaggagg
cagatcttcc
ctccctggea
cactctttct

taaaatcaac

Leu Val Leu

Gly Asp Ser

Asp Ala Pro

Cys His Val

Leu Gly Ser

Glu Ala Glu

Glu Ala Tyr

Leu Thr Asp

Ser Gly Ile

Ser Asp Ala

Arg Glu Gly

Glu Ala Cys

Leu Tyr Ala

3050
3100
3150
3200
3250
3300
3350
3400
3450

Ala
15

Ser
30

Leu
45

His
60

Pro
75

Val
90

Arg
105

Val
120

Tyr
135

Val
150

Ser
165

Ala
180

Ala
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Tyr

Gln

Gly

Asp

Asn

Glu

Thr

Cys

Val

Thr

Ser

Ala

Gly

Gln

Tyr

Pro

Thr

Lys

Glu

Ala

Pro

Leu

Thr

Asp

Pro

Gly

Glu

Thr

Ser

Thr

Leu

Arg

Ile

Leu

Leu

Ser

Glu

Gln

Ala

Glu

Trp

Thr

Gly

Val

Met

Asp

Glu

Ala

Gly

Pro

Pro

Phe

Phe

Pro

Glu

Pro

Ile

Asp

Ser

Leu

Glu

Pro

Glu

Gly

Arg

Asp

Asp

Leu

Arg

Gln

Gly

Ser

Leu

Asn

Glu

Ala

Gln

Pro

Pro

Met

Glu

Glu

Ser

Pro

185

Tyr
200

Tyr
215

Gly
230

Leu
245

Phe
260

Ala
275

Leu
290

Trp
305

Gln
320

Phe
335

Val
350

Ala
365

Ile
380

Glu
395

Ile
410

Ala
425

Val
440

Glu
455

Glu
470

Glu
485

Ala

ES 2332916 T3

Glu

Pro

Phe

Tyr

Leu

Tyr

Tyr

Leu

Arg

Pro

Tyr

Ser

Val

Ala

Met

Glu

Pro

Glu

Glu

Leu

Ala

Gln

Ile

Pro

Asp

Gly

Cys

Ala

Ala

Cys

Asn

Cys

Asn

Thr

Thr

Glu

Ala

Pro

Glu

Glu

Ser

Gln

Cys

Gln

Gly

Val

Asp

Gln

Ala

Asp

Gly

Gln

Phe

Pro

Val

Glu

Asp

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

Glu

10

Asp

Thr

Val

Tyr

Pro

Glu

Trp

Gly

Gly

Thr

Arg

Ala

Thr

Ser

Gly

Arg

Gly

Tyr

Val

Pro

Lys

190

Ala
205

Pro
220

Arg
235

Cys
250

Pro
265

Arg
280

Asp
295

Ser
310

Gly
325

Gly
340

Asp
355

Ser
370

Glu
385

Glu
400

Gly
415

Thr
430

Phe
445

Glu
460

Glu
475

Gly
490

Ser

Gly

Arg

Asn

Tyr

Glu

Gly

Gly

Val

Leu

Phe

Ser

Asn

Thr

Ser

Gly

Leu

Ser

Asp

Asp

Pro

Leu

Trp

Glu

Tyr

Ala

Lys

Ala

Gly

Arg

Pro

Pro

Ala

Pro

Leu

Arg

Gly

Leu

Glu

Glu

Glu

Glu

Ser

Leu

Ala

Gly

Glu

Leu

Glu

Leu

Tyr

Gly

Asn

Gln

Ala

Glu

Gly

Ser

Glu

Glu

Glu

Ala

Ala

Gln

Ser

Cys

Val

Asp

Thr

Ile

Asp

Pro

Val

Lys

Pro

Ser

Glu

Ala

Ser

Phe

Glu

Glu

Leu

Ser

Ala

195

Asp
210

Tyr
225

val
240

Leu
255

Leu
270

Ala
285

His
300

Ile
315

Lys
330

His
345

Ser
360

Asp
375

Leu
390

Ile
405

Thr
420

Glu
435

Gly
450

Lys
465

Trp
480

Leu
495

Pro



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ala

Glu

Glu

Pro

Gly

Gly

Pro

Gly

Leu

Ala

Cys

Tyr

Gly

Arg

Ala

Asn

Thr

Tyr

Gly

Ser

Gly

Arg

Ser

Thr

Ser

Pro

Ser

Glu

Arg

Pro

Ser

Leu

Gly

Trp

Arg

His

Asn

Ile

Glu

Glu

Asp

Leu

Ala

Glu

Leu

Thr

Glu

Ser

Gly

Thr

Thr

Gly

Glu

Gly

Asp

Ser

Leu

Arg

Glu

Asn

Asn

Val

Val

Val

Ala

Pro

Leu

Leu

Glu

Thr

Ala

Asp

Asp

Glu

Asp

Ala

Trp

Ala

Tyr

Gly

Trp

Cys

Pro

Ser

500

Leu
515

Ser
530

Thr
545

val
560

Ser
575

Gly
590

Arg
605

Pro
620

Ser
635

Cys
650

Glu
665

Leu
680

Phe
695

Glu
710

Ser
725

Arg
740

Asp
755

Asn
770

Val
785

Cys
800

Cys

ES 2332916 T3

Gln

Arg

Pro

Glu

Gly

Ala

Glu

Ala

Ala

Val

Glu

Cys

Gln

Glu

Ile

Glu

Phe

Pro

Val

Asn

Gly

Pro

Pro

Arg

Ala

Val

Pro

Leu

Gly

Ser

Pro

Gly

Asp

Gly

Ala

Ser

Tyr

Leu

Gly

Met

Tyr

Pro

Gly

Pro

Glu

Arg

Pro

Ser

Glu

Thr

Arg

Ser

Val

Val

Ala

Glu

Thr

Gln

Trp

Gln

Val

His

Pro

11

Ala

Arg

Arg

Glu

Arg

Leu

Ala

Ser

Gly

Pro

Arg

Gly

Cys

Thr

Pro

Trp

Ser

Pro

Trp

Leu

Pro

505

Ser
520

Val
535

Asn
550

Val
565

Gly
580

Leu
595

Pro
610

Val
625

Gly
640

Cys
655

Cys
670

Leu
685

Tyr
700

Gln
715

Glu
730

Ile
745

Asp
760

Asp
775

His
790

Ser
805

Glu

Pro

His

Leu

Gly

Glu

Pro

Ser

Gln

Val

His

Leu

Arg

Lys

Cys

Glu

Gly

Gly

Ser

Asp

Tyr

Leu

Leu

Gly

Ala

Glu

Ser

Ala

Glu

Ala

Ala

Asn

Cys

Phe

His

Arg

Gln

Leu

Val

Tyr

Gln

Thr

Pro

Pro

Pro

Ser

Ala

Glu

Thr

Asp

Gln

Val

Gly

Leu

Cys

Phe

Met

Asp

Asn

Pro

Phe

Gly

Cys

Leu

Asp

Pro

Pro

Thr

Glu

Arg

Asn

Pro

Val

Gly

Pro

Asn

Ser

Tyr

Phe

Asp

Leu

Leu

Gln

Lys

Ala

510

Gly
525

Thr
540

Ser
555

Gly
570

Thr
585

Ala
600

Ser
615

Val
630

Pro
645

Thr
660

Gly
675

Pro
690

Thr
705

Gly
720

Ile
735

Arg
750

Leu
765

Ser
780

Trp
795

Met
810

Gln
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<210>9
<211> 2663
<212> ADN

Val

Arg

Ile

Cys

Pro

Leu

Phe Gly

Tyr Arg
Arg Cys
Val

Pro

Glu Gly

Ile Pro

<213> Homo Sapien

<400> 9

cccactecgge
cgccecegect
cttggcectg
gagcccccat
cgggaggtcg
gatcttctct
agcagtccct
cccaaggtgce
ctctgtcgtg
acagcgaggc
ctgtcaggcce
ggaccacccqg
tcaatgacta
aaccggcacg
tggcttctgt

ggatgctgga
ctgcagccge

cgacggccge

ggcgtggtgt

ES 2332916 T3

815

Pro
830

Arg Arg

Arg Glu

845
Gln Glu
860

Asn

Arg Arg Pro

875

Gln
890

Arg Gly

Ser Ser

905

Pro

ggtttggcgg
ccatgcggcce
gcececttgtcec
ctatgtcagc
agcgcctgge
gacgggcagt
gaccccgceac
agtggttcca
gtgcccacgg
ccaaccagac
agggcatcgt
gacctctggg
cgacccggac
ggacccgctg
ggtgtggggyg

cggtaccatc

agcacatcca

acggtggacg

gaccaagggc

Leu

Gly

Gly

Ala

Arg

Pro

gagggagggg
cgccccgatt
gccccecggge
agctgggecg
acgcaaattc
actttcacct
tggggccacc
gcagcagacg
acccctggtt
ctgagcatcc
ggtctctgtg
ccaactacga

ccccageece

tgctggggag
tcgctttcaa

accgatgtca

catttacagc
gccecggeat

€gcggcgggce

12

Arg Tyr

Leu Ala

Arg Trp

Arg Ala

Leu Leu

Met Pro

820

Glu Val

835

Gln
850

Arg

Glu Ala

865
Leu His
880

Gly
895

Arg

Gly Pro

910

ctttgcgcag
gcgctgtggce
tgtggggtgg
tccaggtgtce
ggcttcgtca
gcggcaccgg
gcctgcacct
ctgcagcgge
ctccaagcag
tgcaggcctg
ctggacgatg
ccececcetggcece

gctacaccce

gtggccgcega
cgcccgaatce
tcgaggccca
gccagctggg
cctcacccege

tgggcacgct

Asp

Asn

Pro

Pro

Trp

Thr Val

Leu Pro

Gln Ile

Glu Glu

Lys Ala

gcceegcetece
tgcgectggt
gccceggtcece
ccagggtaac
acctggggcce
ggcgtggtce
gaagaaaaac

gggtgaaacg
tggtacatga

gagtcagggg
gcatcgagaa
agctatgact
cagcaaagag
tggccaacaa
ggaggcgtac
gtcgctgagce
gtccecgagga
gaggccttcc

cttcatctgg

825

Leu
840

Leu
855

Ser
870

Asp
885

Leu
900

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700

750
800
850
900
950
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gcctegggca
caccaacagc
gcgtgecectg
agcagcggcg
cgggtgcaca
ccggcatgat
gacatgcagc
cgaggactgg
gatacgggct
ctgcccaccce
cacccccatce
ccggcectceca
acgctgtcect
catgggcacg
ctgaaggcta
aacccacagqg
caacacgggg
aggacatgac
gtgcagcggg
catcctggga
acacaaggct
agggtctgct
cccgagggac
agggctcctg
gctgccgect
cctectggec
acctcccact
ccccaggtcet
accttgcccece
ccaggctggc
agggatggge
aagtctcctc

ctggagcacc
tgtccgtetce

cttagaaggt

ES 2332916 T3

acggcggcct
atccacacgc
gtacagcgaa
tggccaccga
gaccagcaca
cgccectageg
acctggtggt
aggaccaacg
gctggacgcece
agccgcagag
ctgccgcectga
caactccatc
acagccggceg
cgctccacac
caacaactgg
gcgtgtggac
acgttgtacc
agcgcggcect
acacagaggg
cagctctgcece
ggtgaccgcet
ccagctgceca
tgcacctcct
catgggaccc
gtccccacca
gtgacccteg
atacgcctgg
ggctgccagce
cgecctgggtce
cccagaggag
cccgtggaac
tgcattttgg

ccaaaagcca

gggcaccgeg
gaa 2663

gcactacgac
tttcegtggg
gcctgcgect
cccceccagatce
cgggcacctc
ctggaggcca
ccgcgcegtec
gcgtggggceyg
gggctgctgg
gaagtgcgcecc
tctacatcag
cgctegetgg
cggagacctg
tcgtggececat
gtcttcatgt
cctgggcecta
gctacacgct
acaggccccce
gctgtgccag
tggcctactg
gggcctggge
tgcctectge
gtcceccatce
accacccceg
ccgectgcecca
gaggccccegt
ctctececcgtg
tggaacctga
cctgacaggce
cgagcaccag
cccgaagect
gtttgggcag
ggggaaagtg

tccaacctea

13

aactgcaact
cagcaccacc
ccaccctcac
gtcaccacgg
ggcctcagcece
accecgttcect
aagccggcege
ccaagtgagc
tggacaccgc
gtccgggtcece
ggaaaacgta
agcacgtgca
gagatctcge
acgacccttg
ccacccactt
gagaacaagg
gctgctctat
aggtgaccag
gcgtgtgacg
ccecceccgcegg
acacggcggce
tacacctgcece
ctccacgctg
acagccgccece
gcctcggceca
cctectgegge
ccagggccac
agttgtcagc
actgctgcca
cacccgacgce
ggcgggagag
gagtgggctg
gagggagaga

gagtttgcaa

gcgacggcta
cagcagggcc
caccacctac
acctgcatca
ccactggcgg
gacgtggaga
acctgcaggc
catcactacg
ccgcacctgg
agagccgcecc
tcggcectgceg
ggcgcagctg
tcaccagccce
gacgtcagca
ctgggatgag
gctactattt
gggacggccg
cagcgcgtgt
gccccgecta
ttcttcaacc
gcccgcegcetg
gcggceggcete
gaccagcagc
ccggcttaga
tggtgctgag
atgtccatgg
ccccaccaaa
tcagaaagcg
tgctgectee
ctggcctgece
agagagagag
gggggagagg

aacgtgacac

ataaaggttg

1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
1550
1600
1650
1700
1750
1800
1850
1900
1950
2000
2050
2100
2150
2200
2250
2300
2350

2400
2450

2500
2550

2600

2650
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<210> 10
<211> 755
<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 10

Met

Leu

Ala

Asn

Leu

Arg

Leu

Thr

Pro

Asp

Gly

Pro

Asn

Glu

Ala

Ile

Glu

Arg

Ala

Pro

Arg

Gly

Gly

His

Leu

Trp

Leu

Ile

Asp

Asp

Asn

Asn

Gly

Ala

Pro

Leu

Ile

Glu

Pro

Val

Leu

Gln

Phe

Ser

Val

Leu

Tyr

Arg

Asn

Gly

Gln

Ala

Val

Tyr

Val

Ile

Val

Lys

Arg

Ser

Ile

Val

Trp

Asp

His

Gly

Val

Ser

Pro
Arg
20

Val
35

Glu
50

Phe
65

Gln
80

Lys
95

Arg
110

Lys
125

Leu
140

Ser
155

Ala
170

Pro
185

Gly
200

Phe
215

Arg
230

Leu
245

ES 2332916 T3

Ile

Pro

Ser

Arg

Ser

Gln

Asn

Val

Gln

Gln

Val

Asn

Asp

Thr

Cys

Met

Ser

Ala

Arg

Ser

Leu

Asp

Ser

Pro

Lys

Trp

Ala

Leu

Tyr

Pro

Arg

Gly

Leu

Leu

Leu

Ala

Trp

Ala

Gly

Leu

Lys

Arg

Tyr

Trp

Asp

Asp

Gln

Cys

Val

Asp

Gln

14

Trp

Val

Ala

Arg

Gln

Thr

Val

Ser

Met

Ser

Asp

Pro

Pro

Ala

Gly

Gly

Pro

Leu
10

Gly
25

Val
40

Lys
55

Tyr
70

Pro
85

Gln
100

Val
115

Asn
130

Gln
145

Gly
160

Leu
175

Arg
130

Gly
205

Val
220

Thr
235

Gln
250

Arg

Trp

Gln

Phe

Phe

His

Trp

Val

Ser

Gly

Ile

Ala

Tyr

Glu

Ala

Ile

His

Leu

Ala

Val

Gly

His

Trp

Phe

Val

Glu

Leu

Glu

Ser

Thr

Val

Phe

Thr

Ile

Val

Pro

Ser

Phe

Leu

Gly

Gln

Pro

Ala

Ser

Lys

Tyr

Pro

Ala

Asn

Asp

His

Leu
Val
Gln
Val
Arg
His
Gln
Thr
Gln
Gly
Asp
Asp
Ser
Ala
Ala
Val

Ile

Ala
15

Arg
30

Gly
45

Asn
60
His
75

Arg
90

Gln
105

Asp
120

Pro
135

Gln
150
His
165

Phe
180

Lys
195

Met
210

Arg
225

Ile
240

Tyr
255
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Ser

Pro

Gly

Gly

Ser

Val

Tyr

Leu

Ala

Pro

Ser

val

Ala

Pro

Ile

Gly

Leu

Thr

Leu

Thr

Leu

Ala

Gly

Arg

Gly

Ile

Pro

Ser

His

Pro

Phe

Lys

Gly

Gly

Gln

Leu

Leu

Thr

Ser

Asp

His

Glu

Ser

Ile

Gly

Leu

His

Trp

Ser

His

Leu

Leu

Pro

Arg

Leu

Arg

Pro

His

Leu

Pro

Val

Phe

Asn

Trp

Leu

Gly

His

Thr

Tyr

Gly

Gly

Ala

Thr

Ala

Gln

Leu

Lys

Leu

Asn

Ser

Met

Ser

Trp

Lys

Gly
260

Thr
275

Leu
290

Tyr
305

Leu
320

Ser
335

Val
350

Cys
365

Ala
380

Trp
395
His
410

Val
425

Val
440

Cys
455

Ile
470

Ser
485

Tyr
500

Gly
515

Thr
530

Asp
545

Gly
560

ES 2332916 T3

Pro

Arg

Gly

Asp

Ser

Glu

Ala

Thr

Gly

Arg

Leu

Ser

Asp

Ala

Tyr

Ile

Ser

Thr

Glu

Glu

Tyr

Glu

Glu

Thr

Asn

Val

Ala

Thr

Asp

Met

Asp

Gln

His

Thr

Val

Ile

Arg

Arg

Arg

Gly

Asn

Tyr

Asp

Ala

Leu

Cys

Gly

Cys

Asp

Gln

Ile

Met

Ala

His

Ala

Arg

Arg

Ser

Arg

Ser

Tyr

Pro

Phe

15

Asp

Phe

Phe

Asn

Ser

Ala

Pro

His

Ala

Gln

Glu

Tyr

Arg

Val

Glu

Leu

Gly

Thr

Asn

Gln

Asn

Gly
265

Arg
280

Ile
295

Cys
310

Thr
325

Ser
340

Gln
355

Thr
370

Leu
385
His
400

Asp
415

Gly
430

Thr
445

Gln
460

Asn
475

Glu
490

Asp
505

Leu
520

Asn
535

Gly
550

Thr
565

Arg

Arg

Trp

Asp

Thr

Thr

Ile

Gly

Ala

Leu

Trp

Tyr

Trp

Ser

Val

His

Leu

Val

Trp

Val

Gly

Thr

Gly

Ala

Gly

Gln

Leu

Val

Thr

Leu

Val

Arg

Gly

Leu

Arg

Ser

Val

Glu

Ala

Val

Trp

Thr

Val

Val

Ser

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser

Glu

Val

Thr

Leu

Pro

Pro

Ala

Gln

Ile

Ile

Phe

Thr

Leu

Asp

Thr

Gly

Thx

Gly

Thr

Thr

Ala

Ala

Arg

Asn

Leu

Thr

Thr

Cys

Ala

Ser

Arg

Met

Leu

Tyr

Gly
270

Lys
285

Asn
300

Asn
315

Arg
330

Thr
345

Asp
360

Ser
375

Asn
390

Ala
405

Gly
420

Asp
435

Gln
450

Pro
465

Ala
480

Gln
495

Leu
510

Pro
525

Ser
540

Gly
555

Arg
570
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<210> 11
<211> 1161

Tyr Thr

Pro Thr

Thr Glu

Gly Gln Leu

Thr Arg Leu

Leu Arg Val

Gly Gly Ser

Leu Asp Gln

Ser Arg Pro

Pro Ala Ser

Gly Pro Val

Trp Leu Ser

Leu Pro Ala

<212> ADN
<213> Homo Sapien

<220>

<221> no seguro
<222> 1149

<223> base

<400> 11

desconocida

gcccgggcegg
gaccttgacc
catggccgag
tgtgcctgag
agcacgcccc
ggtgggagac
ccatctctga

Leu

Gly

Gly

ES 2332916 T3

Leu Leu Tyr Gly Thr Ala Glu Asp
575 580

Pro Gln Val Thr Ser Ser Ala Cys
590 595

Leu Cys Gln Ala Cys Asp Gly Pro
605 610

Cys Leu Ala Tyr Cys Pro Pro Arg
620 625

Val Thr Ala Gly Pro Gly His Thr
635 640

Cys Ser Ser Cys His Ala Ser Cys
650 655

Pro Arg Asp Cys Thr Ser Cys Pro
665 670

Gln Gln Gly Ser Cys Met Gly Pro
680 685

Arg Leu Arg Ala Ala Ala Cys Pro
695 700

Ala Met Val Leu Ser Leu Leu Ala
710 715

Leu Cys Gly Met Ser Met Asp Leu
725 730

Arg Ala Arg Ala Thr Pro Thr Lys
740 745

Gly Thr
755

ctgcccttgg gtgctceccett ccctgeccga

gcccacctgg caggagcagg acaggacggc

ctccecgggge cctttcectetg cggggecctg

tgggctggcc gtggaggtga aggtacccac

tggggaagac agccgagctg acctgcacct

agcttcgccc tggagtggag ctttgtgcag

gtcccatcca atcctgtact tcaccaatgg

16

Met

Val

Ala

Phe

Ala

Tyr

Pro

Thr

His

Val

Pro

Pro

Thr

Gln

Tyr

Phe

Ala

Thr

Ser

Thr

His

Thr

Leu

Gln

Ala

Arg

Ile

Asn

Pro

Cys

Ser

Pro

Arg

Leu

Tyr

Val

cacccagacce
cggacgcggc
ctaggcttcce
agagccgctg
acagcacgtc
cctgggaaac

ccatctgtat

Arg
585

Asp
600

Leu
615

His
630

Ala
645

Arg
660

Thr
675

Asp
690

Cys
705

Gly
720

Ala
135

Trp
750

50

100
150
200
250
300
350
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<210> 12

<211> 327
<212> PRT

ccaactggtt
agtgggggtg
gaacctacct
ttggggctaa
cagtcagagt
gctcttccega
acttttccta
ccagctcatt
gtgtggccac
gtgaccgaac
cctgggegtg
agaaagagag
cgggaggatg
tgattctagce
cgaccaccaa

gagggcggtg

aaaaaaaaaa

<213> Homo Sapien

<400> 12

Met Ala

Phe Leu

Glu Pro

Thr Tyr

Phe Val

Tyr Phe

Arg Val

Leu Lys

Glu

Cys

Leu

Ser

Gln

Thr

Ser

Leu

ctaagtcaaa
gccacactga
ctgccaagte
tcaaccttac
ggacaaacct
gggggctcct
caccttctce
ctcaccaacc
caaccagatg
cctcccaagg
ctgttgectgt
ggggaagaag
ccatcgctce
aaggggttcce
gtccaagctc

agggggaata
a 1llel

Leu Pro

Ser
20

Thr
35

Leu

Ser

Thr Ser

50

Pro Gly

65

Asn Gly

80

Leu
85

Leu

Thr Asp

110

Gly

Gly

Pro

Val

Lys

His

Gln

Val

ES 2332916 T3

gcgggtcagce
aactgactga
aacaacccac
tgtgctggtt
ctgtgggagg
aagccagtgt
tggcagcatg
tctecectgac
ggcagtgcat
ccgagtggcecce
cagttgctgce
cccaaggaga
tgggatctct
tggaaagacc
cctatggtcg

tcaataatta

Pro Phe

Leu Ala

Leu Gly

Gly Asp

Pro Ile

Leu Tyr

Asn Pro

His Pro

17

ctgcttcaga
cgtccacccc
cagatttcta
cccceccagta
ctctactgca
acaactgggt
gttcaagatg
ctcctecgggce
cctgtgagcet
ggagctctga
gttctgectg
catatggggg
gagcacactt
ctcgtctgcece
tgtgacttct

aagtctgtgg

Leu Cys

10

Gly

Val Glu Val

25

Thr
40

Phe

Lys Ala

Ser Ala

Glu
70

Thr
85

Thr
100

Ser Ser

Pro Gly

Pro Val

Ser Asp Thr

115

accccccecac
tcagatactg
caccaatggg
atcccttatg
ctgagatgca
gcgtcttgga
aggtgtctgg
acctaccgcet
gaccctctct
ttggggtgcet
gtcaggttcc
tagtgacctt
gtatgagggc
agcaccgtga
cccgatccct

gtacccttna

Ala Leu

Lys Val

Glu Leu

Leu Glu

His Pro

Ser Lys

Gly Val

Gly Thr

Leu

Pro

Thr

Trp

Ile

Ser

Ala

Tyr

400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950
1000
1050
1100

1150

Gly
15

Thr
30

Cys
45

Ser
60

Leu
75

Lys
90

Thr
105

Leu
120
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<210> 13
<211> 2015

Cys Gln Val

Leu Ile Asn

Ser Gln Ser

Cys Ser Ser

Arg Leu

Asp Glu

Ser Ser

Ala Ser Cys

Arg Val Ala

Leu Ser Val

Gly Lys Lys

Asp Ala Ile

Asp Ser Ser

Val Thr Thr

<212> ADN
<213> Homo Sapien

<400> 13

ggaaaaggta
ccggctagga
ctgctgggag
gagcagacac

ctagcaccgg
ctcttctagg

ggggagccaa

acatctccca

ES 2332916 T3

Asn Asn Pro Pro Asp Phe Tyr Thr
125 130

Leu Thr Val Leu Val Pro Pro Ser
140 145

Gly Gln Thr Ser Val Gly Gly Ser
155 160

Ser Glu Gly Ala Pro Lys Pro Val
170 175

Thr Phe Pro Thr Pro Ser Pro Gly
185 190

Ser Gly Gln Leu Ile Leu Thr Asn
200 205

Thr Tyr Arg Cys Val Ala Thr Asn
215 220

Glu Leu Thr Leu Ser Val Thr Glu
230 235

Gly Ala Leu Ile Gly Val Leu Leu
245 250

Ala Ala Phe Cys Leu Val Arg Phe
260 265

Pro Lys Glu Thr Tyr Gly Gly Ser
275 280

Ala Pro Gly Ile Ser Glu His Thr
290 295

Lys Gly Phe Leu Glu Arg Pro Ser
305 310

Thr Lys Ser Lys Leu Pro Met Val
320 325

cccgcgagag acagccagca gttcectgtgga

tgggctgtct ctggggtcectg gectctgeccee

gttggggtct ctgggagctc tgcaggcccce

tgcgatgaca acggacgaca cagaagtgcec

gccacgccgce tctggaaact caaacgctga

gcctcaacce cageccggecc cattccagaa

gagaatttcc cctgcaagag agaccaggag

acttcatggt gctgatcgcc acctcegtgg

18

Asn Gly Leu

Asn Pro Leu

Thr Ala Leu

Tyr Asn Trp

Ser Met Val

Leu Ser Leu

Gln Met Gly

Pro Ser Gln

Gly vVal Leu

Gln Lys Glu

Asp Leu Arg

Cys Met Arg

Ser Ala Ser

Val

gcagecggtgg
ttttettett
agcacccgca
cgctatgact

gcgctgagac

gcagagacca
tttcacaaaa

agacatcagc

Gly
135

Cys
150

Arg
165

Val
180

Gln
195

Thr
210

Ser
225

Gly
240

Leu
255

Arg
270

Glu
285

Ala
300

Thr
315

50

100
150
200

250
300

350
400
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<210> 14
<211> 482
<212> PRT

cgccagtggc
caggcagtga
agctctgaag
cacctccaca
acggccccca
tcttccgacg
cagcgcctct
cgggatctga
atcgaggtta
catccectggg
cctegtecac
ccacacatca
caccacagag
ctaacagcgc
agtggagctc
cctctectgtt
tctccataga
agctctgctt
cccttcagag
ccagcaggga
¢gagggacga
gatgaagccc
agacgtgagt
tggcttcceccce
cagcagctce
cttactgcegt
tcecegtatge
gactgcagct
gggcagcatg
tcacatccac
ggtgtccttg
acctgatcac

gtggcccaaa

<213> Homo Sapien

ES 2332916 T3

agccccgagg
tcccgaggaa
aggcaaagac
gaagctaagg
tccagtcatc
gcceecatcece
tccgacggec
tgtcactctc
ttaattgcag
gcctcagaca
ctccgatcca
ctgaggtcac
tcagctgcac
cacagaaaga
tggtcacagt
gagacaccaa
ggctgggtca
cctectacag
acaccgacca
ccectcettect
acagcacctt
caacagccac
gcaggtgaaa
ggaagacctc
accgggaact
gtcaggagag
caaaagaggg
gcgttactgt
tccaagcccec
cggagtgtat
gactcacctt
ccatctgtgt

aaaaa 2015

gagctggaat
gccatctttg
actcacaatg
gcctgtcectce
accccgtceac
agtcatcacc
cccatccagt
ctcgctgaag
catcacagaa
tagatctcat
ccagctctgce
agcctctgec
ctcatgccac
gaagtgacag
tagcaggaat
gttacgtcaa
gcagtgggca
ccecctcggaa
tggacatcgce
tctgtcectce
agccaagatc
gcccacgact
atggaggttt
actgacccca
ccacgcccac
gctaacggac
tgctgcccect
gctgagaggt
taaccccaga
gtatggggag
ggcacatgtt

gcttccatcce

19

gaccacagtt
acaccctttg
gacatattga
agagagcagt
gggcctcaga
ccgtcacggg
catcaccceqg
ccctggtgac
atagaaacaa
ccccacggaa
ctgactccac
gagaccctgt
ggttgggacc
cacccggggce
cccctggaag
agtctcagga
aaacaacttc
gccgeectea
aaccaagggg
cgactacaac
acaacctcag
gcccggacga
ccteccectectg
gagtggcaga
gcgcctcact
atcagctgca
agcctgggcec
acccagaagg
tgtggcaaca
gggcttcacc
ctgtgtttca

tgcattaaaa

cagaccatca
caccgatgac
cattggctca
gcctctteceg
gagcagcgcc
cctcagagag
tcatggtccce
tgtcacaaac
caacttccag
ggggtgaagg
tgaagcaaaa
ccacagccgg
ccactcccca
cacgaccctc
aaacctcagc
gcagctccgg
ctttgctggg
agaacttcac
cccettcecceca
caacagcagc
cgaagaccac
ggccgaccac
cggctgagtg
aaggctgatg
tccaggtctce
gccaggcatg
cccaccgaca
ttccecatgaa
ggaccctcgc
tgttcccaga
gtaaagagag

ttcactcagt

450

500

550

600

650

700

750

800

850

900

850

1000

1050

1100

1150

1200

1250

1300

1350

1400

1450

1500

1550

1600

1650

1700

1750

1800

1850
1900
1950

2000
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<400> 14

Met

Trp

Arg

Met

Ser

Pro

Glu

Ile

Gly

Glu

Glu

Ser

Asp

Ser

Ala

Thr

Ala

Thr

Ile

Gly

Glu

Ala

Thr

Ala

Glu

Thr

Ala

Ala

Glu

Ala

Thr

Gly

Ala

Ser

Pro

Leu

Glu

Asp

Cys

Val

Asp

Leu

Glu

Ala

Arg

Thr

Gly

Ala

Lys

Glu

Pro

Ser

Glu

Ser

Val

Ile

Leu

Leu

Gly

Thr

Ala

Thr

Glu

Ser

Ser

Met

Ile

Thr

Ala

His

Ser

Ser

Trp

Thr

Glu

Ile

Trp
Val
20

Ala
35

Pro
50

Ser
65

Thr
Phe
95

Val
110

Thr
125

Phe
140

Leu
155

Lys
170

Pro
185

Asp
200

Ser
215

Ser
230

Val
245

Thr
260

Pro

ES 2332916 T3

Gly

Ser

Met

Gly

Ser

Arg

Thr

Glu

Thr

Asp

Thr

Gly

Val

Gly

Ala

Pro

Thr

Thr

Thr

Leu

Gly

Thr

His

Arg

Gly

Lys

Thr

Val

Thr

Met

Leu

Ile

Pro

Ser

Gly

Asn

Thr

Glu

Ala

Ser

Thr

Ala

Ala

Ala

Thr

Ser

Gln

Leu

Asp

Ser

Thr

His

Ser

Ser

Ile

Ser

Gly

20

Leu

Ser

Asp

Ala

Ser

Lys

Ser

Ala

Thr

Cys

Ile

Ser

Pro

Pro

Asp

Asp

Glu

Ser

Val

Pro
10

Ala
25

Asp
40

Leu
55

Thr
70

Arg
85

Pro
100

Ala
115

Ile
130

Thr
145

Leu
160

Glu
175

Ser
190

Val
205

Gly
220

Val
235

Val
250

Ile
265

Lys

Leu

Gly

Thr

Glu

Pro

Ile

Asn

Ser

Thr

Asp

Thr

Ser

Arg

Ile

Pro

Thr

Ile

Pro

Ala

Phe

Pro

Glu

Thr

Ala

Ser

Phe

Gly

Gly

Asp

Leu

Ser

Ala

Thr

His

Leu

Asn

Gly

Ser

Phe

Ser

Val

Gln

Gly

Pro

Met

Ser

Ser

Ser

Ala

Ala

Ser

Pro

Pro

Leu

Cys

Ala

Ser

Phe

Thr

Pro

Thr

Pro

Ala

Val

Pro

Asp

Ser

His

Ser

Glu

Ser

Val

Ala

Ser

Ser

Thr

Cys
15

Arg
30

Ala
45

Leu
60

Ile
75

Arg
90

Leu
105

Glu
120

Pro
135

Glu
150

Thr
165

Ser
180

Ser
195

Arg
210

Ile
225

Glu
240

Ile
255

Asp
270

Ser
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Asp Pro Pro

Thr Glu Val

Thr Glu Ser

Thr Asn Ser

Thr Leu Ser

Glu Thr Ser

Ser Gly Ala

Lys Thr Thr

Ser Glu Ala

Met Asp Ile

Leu Pro Ser

Asn Ser Thr

Lys Pro Gln

Gln Thr

<210> 15

<211> 332

<212> ADN

<213> Homo Sapien

<400> 15
atgaggaagc

tggctacact
tcctcaccte

ttctcatctg
cagggaccat

tggggcaggg

catatggaaa

<210> 16

<211> 88

<212> PRT

<213> Homo Sapien

ES 2332916 T3

275

Ala Leu Pro

290
Thr Ala
305

Ser

Ala Ala

320

Pro

Thr
335

Ala Glu

Ala
350

Leu

Ala Leu Ser

365

Ala Pro Val

380

Phe
395

Ser Ala

Ala Leu

410

Lys

Thr
425

Ala Lys

Val Pro Pro

440

Ala
455

Leu Lys

Gln Pro

470

Arg

tccagggcag
agcccccatt
ttgcccttea

cccataatca
ctggagttcce

gcctgcattg
taaacatttt

Asp Ser

Ala Glu

His Ala

Arg Glu

Val Thr

Val Glu

Ser Ile

Gly Ser

Asn Phe

Gly Pro

Thr Thr

Ile Thr

Pro Arg

gatggtttac
ctctgggcge
cctecctgcetg

tggacacagce
agctggaatc

ggctgactta
ggattcctga

21

Thr

Thr

Thr

Val

Val

Thr

Glu

Ser

Thr

Phe

Thr

Thr

Leu

280

Glu
295

Ala

Leu Ser

310

Val
325

Gly

Thr
340

Ala

Ser
355

Arg

Pro Ser

370

Ala
385

Gly

Ala
400

Ser

Pro Ser

415

Pro Thr

430
Asn Ser
445
Ser Ala
460

Pro
475

Gly

ctgcctggac
ctggatttgc
tacctacaag

cccaggatgt
tgggcctggt

gagagcacag
tc 332

Lys Pro His

Thr Ala Gly

Thr Pro Leu

Pro Gly Ala

Asn Pro Leu

Tyr Val Lys

Ser Ala Val

Ser Tyr Ser

Glu Thr Pro

Ser Arg Asp

Ser Arg Gly

Lys Thr Thr

Arg Gly Arg

agcaagatga
ccaccagatc
gtctcccecega

gcaggactct
ggagtgggag

ttattccatc

285

Ile
300

Thr
315

Pro
330

Thr
345

Glu
360

Val
375

Gly
390

Pro
405

Thr
420

Pro
435

Thr
450

Met
465

Pro
480

50
100
150

200
250

300
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<400> 16

Met

His

Gln

Pro

Asn

Ala

<210> 17
<211> 1302
<212> ADN

Met Ala

Gln Ile
Gly Leu
Gly Cys
Leu

Asp Leu

<213> Homo Sapien

<220>

<221> no seguro
<222>1218-1253

<223> base desconocida

<400> 17

tttgcégtgg
gcttccattg
tggcccttga
tgtacagccc
taccgcactg
gtgttcccct
gctctacctce
gggccccecgg
tgcgectgtce
ggggaccggg
ccgcagccgce
cccaacaccc
tggaactggc

cccgtgggcec

Thr Leu

Ser
20

Ser

Pro Asp

35
Ala Gly
50

Val
65

Leu

Glu Ser

80

ggtcctcecte
ctggcagccc
ggtggggctg
tgcacctgcc
ggggccgtce
gggccttgga
tggtggctat
gtgcgccggg
acccatggcc
gtctgtttge
ctgceccgtece
attagctctg
gtctggcacg

atccacacac

Ala

Pro

Ser

Leu

Glu

Thr

ES 2332916 T3

Pro Ile

Leu Ala

His Leu

Ser Gly

Trp Glu

Val Ile

tggcctcctg

agggtggggg
gtgggtctagg
ctccagtctt
tgggcctgag
gctgcctggce
ggcagcegggyg
gcatatctcg
ttcecgggcecce
actgtacccc
ctgggccccg
ttggcaaggg
ggccagccag

tggccagctyg

22

Leu

Leu

Pro

Thr

Trp

Pro

Trp Ala

10
His Leu
25

Ile
40

Ile

Ile
55

Trp

Gly
70

Arg

Ser Ile

85

ccectectge
tggcctgcag
gggcctccta
ttcctactcc
ctggcgcecga
tcttagcttg
ggcagatggg
actctggttyg
tgcagggctg
aaaaccaaca
gcggcgtaat
tctgggtcect
ggtttagcat

gggcctgcett

Pro

Leu Leu

Met Asp

Ser Ser

Gly Leu

Trp Lys

tgctgctgcet
gcagcgctgce
cctgctcctt
tggcccaggg
ggcctcatgg
gccaggccta
tgcggcagca
cgggttctgce
tggggctgtg
aggatggctt
cccegceacca
gtgcaagggc

cccacttgcc

cggggtgaac

Gly Phe

Tyr

Thr

Ser

His

Ala
Leu
30

Ala
45

Trp
60

Trp
75

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650

700
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<210> 18
<211> 197
<212> PRT

ggcccacceg
cccectgect
acgcacccgc
ccecttcecage
gtgaagtttc
ttgctcactt
cctcagectgt
cctaagttat
gactcaggcc
ttttctecte
tccecceccace
nnnaaaaaaa

aa 1302

<213> Homo Sapien

<400> 18

Met Gly Val

Pro Gly Leu

Trp Val Arg

Leu Trp Leu

Ala Leu Gln

Leu Tyr Pro

Val Pro Gly

Leu Ala Leu

Trp Arg Leu

Pro Trp Ala

Glu Arg Pro

ES 2332916 T3

aatccceecgg
cccgecagcec
cagtcccggg
Cccaaatctag
tccagtecect
accccaggcec
ggagtccagc
tgctgttcge
tggggccagg
tttgattttg
aaaaaaannn

aaaaaaaaaa

Pro Leu

Ala Leu

20

Gln Gln

Val
50

Arg

Gly Cys

65

Thr
80

Lys

Pro Arg

95

Ala
110

Leu

Ala Arg

125
Ile His
140

Thr Arg

Gly

Pro

Gly

Leu

Gly

Asn

Arg

Arg

Ala

Thr

Ile

ctactaccac
actgccaggg
ccctgecccee
agcattgagc
agtcctctcet
cagcccttceg
agtcactctg
ccgcectgtgtg
ggtggtggag
tttttectgtce
nnNNNNNNNNn

agaaaaaaaaa

Leu Gly

Leu Val
Pro Arg
Leu

Arg

Ala Val

Lys Asp
Arg Asn
Val Trp
Ser Gln
Ala

Leu

Pro Arg

23

Ala

Ala

Val

Leu

Gly

Gly

Pro

Val

Gly

Ser

Leu

gcagccagceg
actctagccg
ctggaggtag
actttatctc
tttcacccac
gacctctaga
tgttctcctg
tgctcatcct
ggtgggaaga
tcccttcecaa
nnnnnnnnnn

aaaaaaaaaa

Ala
10

Trp

Met
25

Ala

Arg
40

Arg

Ser Pro

55

Asp
70

Arg

Phe Arg

Arg Thr

100

Leu
115

Cys

Leu Ala

130

Trp
145

Leu Pro

ccagctaggg
ggcggaggtc
ctgactccag
ccacgactca
cttcctcagt
caggcagcct
gcgctcctcce
caccctcatt
gtcatgtttt
cctgteccect
nnnnnnnnnn

aaaaaaaaaa

Leu Leu Ala

Ala Gly Gly

Gly TIle Ser

Met Ala Phe

Gly Leu Phe

Ser Arg Leu

Thr Gln His

Lys Gly Trp

Ser His Leu

Leu Leu Arg

Arg Ser Gln

750
800
850
900
950
1000
1050
1100
1150
1200
1250

1300

Trp
15

Arg
30

Arg
45

Arg
60

Ala
75

Pro
90

Pro
105

Asn
120

Pro
135

Gly
150

Arg
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<210> 19

Gln Leu Gly Pro Pro Ala Ser Arg Gln Pro Leu Pro Gly Thr

Ala Gly Arg Arg Ser Arg Thr Arg Gln Ser Arg Ala Leu Pro

Trp Arg

<211> 2329
<212> ADN
<213> Homo Sapien

<400> 19

atccctcgac
tggctggtac
gtacacacag
gaatgatgcc
caccggagct
cggcctcecce
ccgcgagctg
ccaagccggt
ctgctgccca
cgacttccgce
tgtgtccegg
tcgtgcaagt

ggacttcggg

155

170

185

ctcgacccac
catgcagctc
ccttecegtgt
acggaaatca
ggagaacaac
accacccctt
cacttcaccc
caccgagctg
acgccatcgg
tgcatccecg
tggtgaggcg
gcaagcgcct

accgaggccg

gcgtccgcetg
ccactggccce
agtggagggce
tccccgagcet
aagaccatga
tgagaccaaa
gctacgtgac
gtgtgctccg
ccgcggcaag
accgctaccg
ccgegegegce
cacccgcttce

ctcggccgea

ES 2332916 T3

160

175

190

gaaggtggcg
tgtgtctcgt
caggggtggce
cggagagtac
accgggcgga
gacgtgtceg
cgatgggccg
gccagtgcegg
tggtggcgac
cgcgcagege
gcaaggtgcg
cacaaccagt

gaagggccgg

cccgcegeccyg gagcgccaaa gccaaccagg ccgagctgga

tagagcccgce
cgcgcecccac
ttgtaaatgc
aggaatcccg
cccacggggce
cccegectet
gaaatggaag
gtgggaaagt

cacctcgetyg

ccgcgcccect
atttctgtcc
ctgcaaccca
ggcgccggcea
aggggaggga
ggggccgect

cattttcacc

ccagggactg

cccatcagaa

ccccaccgge
tctgcgegtg
gggcaggggg
aggcccccect
attgagagtc
acctttgctg
gccectggggt
gttaagaaag
agcctgaggce

24

gggcgccceceg
gtttgattgt
ctgagacctt
cagcccgcca
acagacactg
gtcccacttc
tttaagggag
ttggataaga
gtgcccagag

tgcectcecte
ctgcctgetg
aggcgttcaa
cccgagcecte

gaacggaggg
agtacagctg
tgccgcecageg
cccggegegce
ctagtgggcc
gtgcagctgc
cctggtggcece
cggagctcaa
aagccgcggce
gaacgcctac
gccctgaacc
ttatatttca
ccaggccctg
gctgaggggt
agccacgcag
agaggaggca
cggtgtggga
ttceceecttg

cacaagactg

165

Leu
180

Pro
1385

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
850
1000
1050

1100
1150
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<210> 20
<211> 213

ggggcaactg
gtgtaacctt
gtaaaatgag
atgattccaa
agagagaaag
cacttccaga
aaaacaaaca
tacggctgac
cccecggatgt
tccattgggg
atcacatccg
agccatgttt
ctggccttge
catccctttt
gcctagaaaa
ctaaaagaat
gaaactgcag
ttccagacaa
aagttttaaa
ttttttggca
ggtttttaaa
tgcaaaagtt
ttaacagtct

aatcatgaaa

<212> PRT
<213> Homo Sapien

tagatgtggt
gaactacaca
ggtggaggtg
ggactccagt
agagagaatg
attcagagtt
gaaaaaaaaa
aaactcctgg
ttggctacct
tagaaaagga
ccccaacttce
taaagtcacc
aggecccgagg
gagacaccgc
cagcttctta
attattgggg
agcataatag
cctcttactt
cagaagcaca
attecttccac
gagttaagtt
tttcttgtag
gttcttccag

daaaaadaada

ES 2332916 T3

ttctagtcct
attctccttc
ggaataggat
gccttttgaa
aatgcagttg
gtgatgctct
agtaaagagt
aagaagctat
ccacccctcee
gagggtccga
ccaaagagca
ttccgaagag
gagcagccat
cttctgcececa
ctgctcttac
gaaaaactac
ctgccaccca
tctgtgtagt
tgacatatga
gtgggacttg
acatatttat
agaatgacaa

agtccagaga

ggctctgcca
gggacctcaa
ctcgaggaga
tgggcagagg
cattgattca
cttctgacag
ctatttatgg
gctgcttccc
atctcaaaga
gggtggtggg
gcatccctcece
aagtgaaagg
cacaaactca
ccactcacgg
atgtgatggc
aagtgctgta
aaaatctttt
ttttaattgt
aagcctgcag
tccacaagaa
tttctcactt
tgttaatatt

cattgttaat

aaaaaaaaa 2329

25

Cctaacttcct
tttccacttt
ctattggcat
tgagagagag
gtgccaaggt
ccaaagatga
ctgacatatt
agcctggcett
aataacatca
agggatagaa
cccgacccat
ttcaaggaca
cagaccagca
acacatttct
atatcttaca
catatgctga
tgaaaatcat
taaaaaaaaa
gactggtegt
tgaaagtagt
aagttattta
gctttatgaa

aaagacaatg

1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
1550
1600
1650
1700
1750
1800
1850
1900
1950
2000
2050
2100
2150
2200
2250

2300
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ES 2332916 T3

<400> 20
Met Gln Leu Pro Leu Ala Leu Cys
1 5
Thr Ala Phe Arg Val Val Glu Gly
20
Asn Asp Ala Thr Glu Ile Ile Pro
35
Pro Pro Pro Glu Leu Glu Asn Asn
50
Asn Gly Gly Arg Pro Pro His His
65
Ser Glu Tyr Ser Cys Arg Glu Leu
80
Asp Gly Pro Cys Arg Ser Ala Lys
95
Ser Gly Gln Cys Gly Pro Ala Arg
110
Arg Gly Lys Trp Trp Arg Pro Ser
125
Pro Asp Arg Tyr Arg Ala Gln Arg
140
Gly Glu Ala Pro Arg Ala Arg Lys
155
Lys Cys Lys Arg Leu Thr Arg Phe
170
Asp Phe Gly Thr Glu Ala Ala Arg
185
Arg Pro Arg Ala Arg Ser Ala Lys
200
Asn Ala Tyr
<210> 21
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 21

cagcgaaccg ggtgccgggt c 21

26

Leu

Gln

Glu

Lys

Pro

His

Pro

Leu

Gly

Val

Val

His

Pro

Ala

Val
10

Gly
25

Leu
40

Thr
55

Phe
70

Phe
85

Val
100

Leu
115

Pro
130

Gln
145

Arg
160

Asn
175

Gln
190

Asn
205

Cys

Trp

Gly

Met

Glu

Thr

Thr

Pro

Asp

Leu

Leu

Gln

Lys

Gln

Leu

Gln

Glu

Asn

Thr

Arg

Glu

Asn

Phe

Leu

Val

Ser

Gly

Ala

Leu

Ala

Tyr

Arg

Lys

Tyr

Leu

Ala

Arg

Cys

Ala

Glu

Arg

Glu

Val His
15

Phe Lys
30

Pro Glu
45

Ala Glu
60

Asp Val
75

Val Thr
90

Val Cys
105

Ile Gly
120

Cys Ile
135

Pro Gly
150

Ser Cys
165

Leu Lys
180

Lys Pro
195

Leu Glu
210
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<210> 22
<211>22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 22
gagcgacgag cgcgcagcga ac 22

<210> 23

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 23

atactgcgat cgctaaacca ccatgcgccg ccgectgtgg ctg 43

<210> 24

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética
<400> 24

gccggectcet cagggectca g 21
<210> 25
<211>23

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 25

cccacgtgta cagagcggat ctc 23

<210> 26

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

27
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<400> 26

gagaccagga cgggcaggaa gtg 23

<210> 27

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 27
caggcacctt ggggagccgec ¢ 21

<210> 28

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> Secuencia artificial
<222> completa

<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 28

cccacgtgta cagagcggat ctc 23

<210> 29

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 29

gagaccagga cgggcaggaa gtg 23

<210> 30
<211> 44
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 30

ctctacgggt actgcaggtt ccgggagcgc atcgaagaga acgg 44

<210> 31
<211> 21

28
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética
<400> 31
atgcagctcc cactggeccct g 21

<210> 32

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 32

ctagtaggcg ttctccagct cggcctg 27

<210> 33

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 33

cttccgcectge atccceccgacce gctaccgcge gcagcgegtg 40

<210> 34

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 34

gcgtcgtggt catcaaag 18

<210> 35

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

29
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<400> 35

tgcagtccac ggtgtagag 19
<210> 36
<211>22

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 36

cttctacgtg gccatgaacc gc 22

<210> 37

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética
<400> 37

cctggagatc cgctctgta 19

<210> 38

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética
<400> 38
ctttgatgac cacgacgccce a 21

<210> 39

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética
<400> 39
acgtagaagc ctgaggacac t 21

<210> 40

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

30
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<220>

<223> Sonda de oligonucléotidos sintética
<400> 40

gatgctccag ctgaaatcc 19

<210> 41

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética
<400> 41

cacatggctg gaaatgatg 19
<210> 42
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 42

aagctaagct cccaactgac agcca 25

<210> 43

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 43

tggcctacat gtgtcttcat c 21

<210> 44

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética
<400> 44
cacaactttc tggtcatatt ccat

<210> 45
<211>21

24
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 45

cctgccccaa gacggcatta g 21
<210> 46
<211> 18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 46

cctgggcacc agatcttc 18

<210> 47

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética
<400> 47

agggcagttg aggcactt 18
<210> 48
<211> 23

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 48
catcagggcc ggagtaaatc cct 23

<210> 49

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 49

tccatggacc tcccactata ¢ 21
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<210> 50
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética
<400> 50

gctgacaact tcaggttcca 20
<210> 51
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 51

acccccacca aaccccaggt 20

<210> 52

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 52

gatctctgag cacacttgta tgag 24

<210> 53

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 53
ggcagacgag ggtctttc 18

<210> 54

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2332916 T3

<400> 54
caggaacccce ttgctagaat cagcc 25

<210> 55

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 55

cccagaaggt tcccatga 18

<210> 56

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 56

gggtcctgtt gccacatc 18
<210> 57
<211> 23

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética
<400> 57

cagcatgtcc aagcccctaa ccc 23

<210> 58

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética
<400> 58

tctccececgat tcectcatctg 19
<210> 59
<211>19

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

34



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2332916 T3

<220>

<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 59

ccctgagagt cctgcacat 19
<210> 60
<211>23

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 60
cccataatca tggacacagc ccc 23

<210> 61
<211>24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética
<400> 61
agtgaagttt ctccagtccc tagt 24

<210> 62

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética
<400> 62

cctggggtaa gtgagcaaa 19

<210> 63

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 63

cctctetttt cacccacctt cctcag 26

<210> 64
<211>23
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética
<400> 64
gggactggtt aagaaagttg gat 23

<210> 65

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 65

cgcctcagge tttctgat 18

<210> 66

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucléotidos sintética

<400> 66

agattccccce ttgcacctcecg ¢ 21

36
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