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DESCRIPCION

Factor de crecimiento de transformacién 5-9 en mamiferos (Ztgfss9).
Antecedentes de la invencion

El control adecuado de los procesos opuestos de proliferacion celular en comparacién con diferenciaciéon terminal
y muerte celular programada apoptética es un aspecto importante del desarrollo normal y la homeostasis, Raff, M.C.,
Cell, 86:173-175 (1996), y se ha determinado que se encuentra alterado en numerosas enfermedades humanas. Véase,
por ejemplo, Sawyers, C.L. et al., Cell, 64:337-350 (1991); Meyaard, L. et al., Science, 257:217-219 (1992); Guo, Q.
et al., Nature Med., 4:957-962 (1998); Barinaga, M. Science, 273:735-737 (1996); Solary, E. et al., Eur. Respir. J.,
9:1293-1305 (1996); Hamet, P. et al., J. Hypertension, 14:5S65-S70, (1996); Roy, N. et al. Cell, 80:167-178 (1995); y
Ambrosini, G., Nature Med., 8:917-921 (1997). Se han logrado muchos avances en la comprension de la regulacién
de este equilibrio. Por ejemplo, se han dilucidado las cascadas de sefializacion a través de las cuales los estimulos ex-
tracelulares, tales como los factores de crecimiento, las hormonas peptidicas y las interacciones celulares, controlan el
compromiso de las células precursoras respecto de linajes especificos y su expansién proliferativa posterior, Morrison,
SJ. et al., Cell, §8:287-298 (1997). Asimismo, se ha determinado que la salida del ciclo celular y la diferenciacién
terminal se encuentran acopladas en la mayoria de los tipos celulares. Véase, por ejemplo, Coppola, J.A. et al. Nature,
320:760-763 (1986); Freytag, S.O., Mol. Cell. Biol. 8:1614-1624 (1988); Lee, E.Y. et al., Genes Dev., 8:2008-2021
(1994); Morgenbesser, S.D., et al., Nature, 371:72-74 (1994); Casaccia-Bonnefil, P. et al., Genes Dev., 11:2335-2346
(1996); Zacksenhaus, E. et al., Genes Dev., 10:3051-3064 (1996); y Zhang, P. et al., Nature, 387:151-158 (1997). La
apoptosis (muerte celular programada) también desempefia una funcién importante en muchos procesos homeostaticos
y de desarrollo, Raff, M.C., Nature, 356:397-400 (1992), y, por lo general, se encuentra regulada en forma coordinada
con la diferenciacién terminal, Jacobsen, K.A. et al., Blood, 84:2784-2794 (1994); Yan, Y. et al., Genes Dev., 11:973-
983 (1997). Por lo tanto, parece ser que el tipo celular de los linajes, tejidos, érganos o incluso organismos multicelu-
lares enteros individuales es el resultado de un equilibrio bien ajustado entre el aumento de la producciéon de células
debido a la proliferacion y la reduccién de la cantidad de células como consecuencia de la diferenciacién terminal y la
apoptosis. Este equilibrio se regula, probablemente, en forma coordinada a través de la convergencia de vias regula-
doras multiples. La identificacién de miembros nuevos de dichas redes puede aportar importantes perspectivas sobre
los procesos celulares normales y la etiologfa y el tratamiento de estados humanos patolégicos.

La interleucina 17 (IL-17) es una citocina que, segin se ha determinado, es un regulador importante del sistema
inmunitario, Spriggs, M.K., J. Clinical Immunology, 17:366-369 (1997), Broxmeyer, H.E., J. Experimental Medicine,
183:2411-2415 (1996), Yao, Z., et al., J. Immunology, 155:5483-5486(1995), Yao, Z., et al., Immunity, 3:811-821
(1995). La IL-17 humana es casi exclusivamente producida por las células T CD4+ de memoria activadas (sin embar-
g0, en ratones, las células T CD4-/CD8- también expresan la IL-17), Aarvak, T., et al., J. Immunology, 162:1246-1251
(1999), Kennedy, J., et al., J. Interferon Cytokine Research, 16:611-617 (1996). En contraposicion, el receptor de la
IL-17 (IL-17R) parece ser expresado de manera ubicua, Yao, Z., et al., Immunity, 3:811-821 (1995). La IL-17 induce
la secrecion de IL-6, IL-8, péptido quimiotictico de monocitos 1 y el factor estimulante de colonias de granulocitos
(granulocyte colony stimulating factor, G-CSF) a partir de una serie de diferentes tipos de células estromales, pero no
tiene ningtin efecto en la produccion de citocinas por parte de las células linfoides, Teunissen, M.B.M., J. Investigative
Dermatology, 111:645-649 (1998), Jovanovic, D.V.,, et al., J. Immunology, 160:3513-3521 (1998), Chabaud, M., et
al., J. Immunology, 161:409-414 (1998), Cai, X.-Y., et al., Immunology Letters, 62:51-58 (1998), Fossiez, F., et al., J.
Experimental Medicine, 183:2593-2603 (1996). La IL-17 también potencia la expresién de las moléculas de adhesion
intercelular 1 (intercellular adhesion molecule -1, ICAM-1) en los fibroblastos y puede estimular la granulopoyesis,
Schwarzenberger P, et al., J. Immunology, 161:6383-9 (1998). Consideradas en conjunto, estas observaciones han
sugerido que la IL-17 funciona como citocina proinflamatoria. La IL-17 también promueve la diferenciacion de las cé-
lulas dendriticas, la osteoclastogénesis, puede inducir la produccién de 6xido nitrico en cartilago humano con artrosis,
y se encuentra presente en los liquidos sinoviales de pacientes con artritis reumatoidea, Antonysamy, M.A, et al., J.
Immunology, 162:577-584 (1999), Kotake, S., et al., J. Clinical Investigation, 103:1345-1352, (1999), Attur, M.G., et
al., Arthritis & Rheumatism, 40:1050-1053 (1997). Se determiné que el bloqueo de la IL-17 con una proteina IL-17R
soluble suprime el rechazo de aloinjertos cardiacos, lo cual se correlacionaba con un aumento del ARNm de la IL-
17 en las biopsias de rifién en humanos con rechazo de aloinjertos renales, Antonysamy, M.A., et al., J. Immunology,
162:577-584 (1999). El aumento de la expresion del ARNm de la IL-17 también se observa en humanos con escle-
rosis multiple, Matusevicius, D. et al., Multiple Sclerosis, 5:101-104 (1999). Asimismo, la IL-17 puede promover la
tumorigenicidad de tumores humanos de cuello uterino en ratones desnudos, Tartour, E. et al., Cancer Res., 59:3698-
36704 (1999). Por lo tanto, la IL-17 parece desempefiar una funcién esencial en la regulacién del sistema inmunitario
y los procesos inflamatorios.

Por ende, existe una necesidad continua de descubrir nuevas proteinas relacionadas con la proliferacién, la dife-
renciacién y las vias apoptéticas. Las actividades in vivo de los inductores e inhibidores de estas vias ejemplifican
el enorme potencial clinico y la necesidad de nuevas proteinas de proliferacion, diferenciacidon y apoptéticas, sus
agonistas y antagonistas. También se necesita descubrir nuevos agentes que presentan actividad antiviral.

La WO 00/42188 describe antigenos de mamiferos relacionados con el antigeno 8 asociado a linfocitos T citotdxi-
cos (cytotoxic T lymphocyte-associated, CTLA), reactivos relacionados con dichos antigenos, que incluyen proteinas
purificadas, anticuerpos especificos y dcidos nucleicos que codifican dichos antigenos, métodos para utilizar dichos
reactivos y equipos de diagndstico.
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La WO 99/61617 describe las Interleucinas 21 y 22 y los polinucleétidos aislados que codifican estos polipéptidos.

La presente invencidn proporciona un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido que comprende una se-
cuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en: SEC. ID. N.° 2, SEC. ID. N.° 3, SEC. ID. N.° 4, SEC.
ID. N.° 5, SEC. ID. N.° 9, SEC. ID. N.° 12, SEC. ID. N.° 17 y SEC. ID. N.° 18, o que consiste en una secuencia de
aminodcidos seleccionada de la SEC. ID. N.° 15 y la SEC. ID. N.° 21.

La presente invencién también proporciona un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en: SEC. ID. N.° 2, SEC. ID. N.° 3, SEC. ID. N.° 4, SEC. ID. N.° 5, SEC. ID. N.°
9, SEC. ID. N.° 12, SEC. ID. N.° 17 y SEC. ID. N.° 18, o que consiste en una secuencia de aminodcidos seleccionada
de la SEC. ID. N.° 15 y la SEC. ID. N.° 21.

La presente invencién ademds proporciona un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido que consiste
en una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en: SEC. ID. N.° 2, SEC. ID. N.° 3, SEC. ID.
N.°4, SEC.ID. N.°5.

Por ende, la presente invencién proporciona un polipéptido antiviral llamado “factor de crecimiento de transfor-
macién beta 97, en adelante denominado Ztgf 5-9. Este polipéptido posee actividad antiviral, segin se divulga en
el Ejemplo 10, a continuacién. También puede utilizarse para regular la proliferacién, diferenciacién y apoptosis de
neuronas, células gliales, linfocitos, células hematopoyéticas y células estromales.

La secuencia de nucleétidos de la SEC. ID. N.° 1 contiene un marco de lectura abierto que codifica un polipéptido
de alrededor de 202 aminoacidos con la Met inicial como se muestra en la SEC. ID. N.° 1 y la SEC. ID. N.° 2. Una
secuencia sefal predicha estd compuesta por residuos de aminodcidos 1, una metionina y se extiende hasta el residuo
de aminoécido 15, una alanina, incluido. De esta forma, una secuencia madura que excluya la secuencia sefial se
extiende desde el residuo de aminodcido 16, una alanina, hasta el residuo de aminoédcido 202, una prolina, incluido,
de lIa SEC. ID. N.° 2. Esta secuencia madura también estd representada por la SEC. ID. N.° 3. En una realizacién
alternativa, la secuencia sefial se extiende hasta el residuo de aminodcido 16, una alanina, incluido. Esto produce
una secuencia madura que se extiende desde el aminodcido 17, una glicina, hasta el residuo de aminoédcido 202, una
prolina, incluido, de la SEC. ID. N.° 2. Esta secuencia madura también se encuentra representada por la SEC. ID.
N.° 4. En otra realizacion alternativa, la secuencia sefial se extiende hasta el residuo de aminoacido 17, una glicina,
incluido. Esto tiene como consecuencia una secuencia madura que se extiende desde el residuo de aminoécido 18, una
alanina, hasta el residuo de aminoacido 202, una prolina, incluido, de la SEC. ID. N.° 2. Esta secuencia madura se
encuentra, ademds, representada por la SEC. ID. N.° 5. Otra variante del Ztgf3-9 se divulga en las SEC. ID. N.° 16 y
17. La secuencia madura se extiende desde el residuo de aminoacido 23, una alanina, hasta el residuo de aminoacido
209, una prolina, incluido. La secuencia madura también se define en la SEC. ID. N.° 18.

El Ztgf-9 murino se define en las SEC. ID. N.° 8 y 9. La secuencia sefial se extiende desde la metionina en la
posicién 1 hasta la alanina en la posicién 22. De esta forma, la secuencia madura se extiende desde la alanina en la
posicién 23 de la SEC. ID. N.° 9 hasta la arginina en la posiciéon 205. La secuencia madura se encuentra, ademads,
representada por la SEC. ID. N.° 12.

Una realizacién adicional de la presente invencion se relaciona con un péptido o polipéptido que tiene la secuencia
de aminodcidos de una porcién portadora de epitopos de un polipéptido Ztgf3-9 con una secuencia de aminodcidos
descrita anteriormente. Los péptidos o polipéptidos que tienen la secuencia de aminodcidos de una porcién portado-
ra de epitopos de un polipéptido Ztgf3-9 de la presente invencién incluyen porciones de dichos polipéptidos con, al
menos, nueve, preferentemente, al menos, 15 y mds preferentemente, al menos, 30 a 50 aminodcidos, aunque también
se incluyen en la presente invencién los polipéptidos portadores de epitopos de cualquier longitud hasta, inclusive,
la totalidad de la secuencia de aminodcidos de un polipéptido de la presente invencidén que se describié anterior-
mente. Los ejemplos de dichos polipéptidos portadores de epitopos incluyen las SEC. ID. N.° 15 y 21. También
se reivindica cualquiera de estos polipéptidos que estdn fusionados con otro polipéptido o molécula transportadora.
También se reivindica un 4cido nucleico aislado que codifica una porcién portadora de epitopos de un polipéptido
Z1gtB-9.

La presente invencién también comprende un polipéptido o un péptido aislados de los péptidos descritos anterior-
mente. Los polipéptidos pueden tener una secuencia de aminodcidos modificada por adicién, eliminacién y/o reem-
plazo de uno o mas residuos de aminoécidos y que mantiene la actividad bioldgica de dicho péptido o polipéptido.

Dentro de un aspecto adicional de la invencién se contempla un polipéptido quimérico que consiste, esencialmente,
en una primera porcion y una segunda porcién unidas por una unién peptidica. La primera porcién del polipéptido qui-
mérico consiste, esencialmente, en (a) un polipéptido Ztgf3-9, como se describié anteriormente; (b) variantes alélicas
de los polipéptidos descritos anteriormente. La segunda porcién del polipéptido quimérico consiste, esencialmente, en
otro polipéptido como, por ejemplo, una etiqueta de afinidad. En una aplicacion, la etiqueta de afinidad es un poli-
péptido F. de inmunoglobulina. La invencién también contempla vectores de expresion que codifican los polipéptidos
quiméricos y las células huésped transfectadas para producir los polipéptidos quiméricos.

Otro aspecto de la presente invencién contempla moléculas de 4cido nucleico aisladas que comprenden un polinu-
cleétido seleccionado a partir del grupo que consiste en: (a) una secuencia de nucleétidos que codifica los polipéptidos
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Ztgf3-9 descritos anteriormente; y (b) una secuencia de nucledtidos complementaria a cualquiera de las secuencias de
nucleétidos del punto (a).

Las moléculas de dcido nucleico aisladas pueden comprender un polinucleétido con una secuencia de nucleétidos
homdloga en, al menos, un 90% y, mas preferentemente, en un 95%, 97%, 98% 6 99%, a cualquiera de las secuen-
cias mencionadas en los puntos anteriores (a) o (b), o un polinucleétido que hibrida, en condiciones de hibridacién
rigurosas, a un polinucleétido con una secuencia de nucle6tidos mencionada en los puntos anteriores (a) o (b).

Los polipéptidos aislados pueden tener una secuencia de aminodcidos idéntica en, al menos, un 90% y, mds prefe-
rentemente, en un 95%, 97%, 98% o0 99%, a cualquiera de los polipéptidos Ztgf5-9 y los polinucleétidos que codifican
estos polipéptidos.

En otro aspecto de la invencién, se contempla un vector de expresion que comprende (a) un promotor de la trans-
cripcién; (b) un segmento de ADN que codifica un polipéptido descrito anteriormente, y (c) un terminador de la
transcripcion, donde el promotor, el segmento de ADN y el terminador estdn operablemente ligados.

En un tercer aspecto de la invencién, se contempla una célula eucariota cultivada en la que se ha introducido un
vector de expresion tal como se ha divulgado anteriormente, donde dicha célula expresa un polipéptido de una proteina
codificada por el segmento de ADN.

En otra aplicacién de la presente invencion se encuentra un anticuerpo aislado que se une especificamente a un
polipéptido ZtgfB-9 que tiene una secuencia de aminodcidos que es idéntica en, al menos, un 90% a la secuencia de
aminodcidos seleccionada de una de las SEC. ID. N.° 2-5. También se reivindica un método para producir dichos
anticuerpos, que comprende la inoculacién de un mamifero con un polipéptido ZtgfB-9 que tiene una secuencia de
aminodcidos que es idéntica en, al menos, un 90% a la secuencia de aminoécidos seleccionada de una de las SEC. ID.
N.° 2-5 de manera que el mamifero produzca anticuerpos contra el polipéptido; y el aislamiento de dichos anticuerpos.

Estos aspectos de la invencion, asi como otros aspectos, se tornardn evidentes al consultar la descripcion detallada
que sigue a continuacion.

En la siguiente descripcidn, se utilizan con frecuencia una serie de términos. Se proporcionan las siguientes defi-
niciones para facilitar la comprensién de la invencion.

Tal como se usa en la presente, los términos “4cido nucleico” o “molécula de 4cido nucleico” se refieren a poli-
nucledtidos, tales como acido desoxirribonucleico (ADN) o dcido ribonucleico (ARN), oligonucledtidos, fragmentos
generados por la reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) y fragmentos generados por
cualquier ligadura, escision, accién de endonucleasas y accién de exonucleasas. Las moléculas de 4cido nucleico pue-
den estar compuestas por mondémeros que son nucledtidos naturales (tales como el ADN y el ARN) o andlogos de
nucledtidos naturales (p. ej. formas a: enantioméricas de nucledtidos naturales) o una combinacién de ambos. Los
nucledtidos modificados pueden tener alteraciones en las fracciones de azicares y/o en las fracciones de las bases
pirimidinica o purinica. Las modificaciones de los azicares incluyen, por ejemplo, el reemplazo de uno o mds gru-
pos hidroxilo por hal6genos, grupos alquilo, aminas y grupos azido, o bien los azicares pueden estar funcionalizados
como éteres o ésteres. Ademads, la totalidad de la fraccién de aziicar puede reemplazarse por estructuras estérica y elec-
trénicamente similares, por ejemplo, aza-aziicares y andlogos carbociclicos de azicares. Ejemplos de modificaciones
en la fraccién de una base incluyen purinas y pirimidinas alquiladas, purinas o pirimidinas aciladas u otros sustitu-
tos heterociclicos bien conocidos. Los monémeros de dcido nucleico pueden ligarse mediante uniones fosfodiéster o
andlogos de dichos enlaces. Los andlogos de los enlaces fosfodiéster incluyen fésforotioato, fésforoditioato, fésforo-
selenoato, fésforodiselenoato, fésforoanilotioato, fésforoanilidato, fésforoamidato y similares. El término “molécula
de 4cido nucleico” también incluye los llamados “4dcidos nucleicos peptidicos”, que comprenden bases de dcidos nu-
cleicos naturales o modificados unidas a un esqueleto poliamidico. Los dcidos nucleicos pueden ser monocatenarios o
bicatenarios.

El término “complemento de una molécula de 4cido nucleico” se refiere a una molécula de dcido nucleico que tiene
una secuencia de nucleétidos complementaria y orientacion inversa en comparacion con una secuencia de nucleétidos
de referencia. Por ejemplo, la secuencia 5> ATGCACGGG 3’ es complementaria de la 5> CCCGTGCAT 3.

El término “contig” denota una molécula de 4dcido nucleico que tiene un tramo contiguo de secuencia idéntica o
complementaria a otra molécula de 4cido nucleico. Se dice que las secuencias contiguas se “superponen’” con un tramo
determinado de una molécula de 4cido nucleico en su totalidad o a lo largo de un tramo parcial de la molécula de 4cido
nucleico.

El término “secuencia de nucle6tidos degenerada” denota una secuencia de nucleétidos que incluye uno o més co-
dones degenerados en comparacién con una molécula de 4cido nucleico de referencia que codifica un polipéptido. Los
codones degenerados contienen diferentes tripletes de nucleétidos, pero codifican el mismo residuo de aminoacidos
(es decir, tanto el triplete GAU como el GAC codifican Asp).

El término “gen estructural” se refiere a una molécula de dcido nucleico transcrita a ARN mensajero (ARNm), que
luego se traduce en una secuencia de aminoacidos caracteristica de un polipéptido especifico.
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Una “molécula de dcido nucleico aislada” es una molécula de dcido nucleico que no estd integrada en el ADN
genémico de un organismo. Por ejemplo, una molécula de ADN que codifica un factor de crecimiento que ha sido
separada del ADN genémico de una célula es una molécula de ADN aislada. Otro ejemplo de una molécula de dcido
nucleico aislada es una molécula de dcido nucleico sintetizada quimicamente que no estd integrada en el genoma de
un organismo. Una molécula de acido nucleico que ha sido aislada de una especie en particular es mas pequefia que la
molécula de ADN completa de un cromosoma de dicha especie.

Un “constructo de una molécula de acido nucleico” es una molécula de acido nucleico, mono o bicatenaria, que
ha sido modificada mediante intervencién humana para que contenga segmentos de dcido nucleico combinados y
yuxtapuestos en un arreglo que no existe en la naturaleza.

“ADN lineal” denota moléculas de ADN no circular que tienen extremos 5’ y 3’ libres. E1 ADN lineal se puede
preparar a partir de moléculas de ADN circular cerradas, tales como pldsmidos, por digestion enzimdtica o alteracién
fisica.

“ADN complementario (ADNc)” es una molécula de ADN monocatenaria formada a partir de una plantilla de
ARNm por la enzima transcriptasa inversa. Tipicamente, se utiliza un cebador complementario a las porciones de
ARNm para el inicio de la transcripcién inversa. Los especialistas en la materia también usan el término “ADNc” para
referirse a una molécula de ADN bicatenaria que consiste en esa molécula de ADN monocatenaria y su cadena de
ADN complementaria. El término “ADNc” también se refiere a un clon de una molécula de ADNCc sintetizado a partir
de una plantilla de ARN.

Un “promotor” es una secuencia de nucleétidos que dirige la transcripcién de un gen estructural. Habitualmente,
un promotor estd ubicado en la regién 5’ no codificante de un gen, en posicién proximal al sitio de inicio de la trans-
cripcién de un gen estructural. Los elementos de la secuencia dentro de los promotores que funcionan en el inicio
de la transcripcién a menudo se caracterizan por secuencias de nucleétidos consenso. Estos elementos de los promo-
tores incluyen sitios de unién a la ARN polimerasa, secuencias TATA, secuencias CAAT, elementos especificos de
diferenciacion (differentiation-specific element, DSE; McGehee et al., Mol. Endocrinol. 7:551 (1993)), elementos de
respuesta al AMP ciclico (cyclic AMP response elements, CRE), elementos de respuesta al suero (serum response
elements, SRE; Treisman, Seminars in Cancer Biol. 1:47 (1990)), elementos de respuesta a glucocorticoides (gluco-
corticoid response elements, GRE) y sitios de unién para otros factores de transcripcién como CRE/ATF (O’Reilly
et al., J. Biol. Chem. 267:19938 (1992)), AP2 (Ye et al., J. Biol. Chem. 269:25728 (1994)), SP1, proteina de unién a
elementos de respuesta al AMPc (cAMP response element binding protein, CREB; Loeken, Gene Expr. 3:253 (1993))
y octdmeros (véase, en general, Watson et al., ed., Molecular Biology of the Gene, 4.* ed. (The Benjamin/Cummings
Publishing Company, Inc. 1987), y Lemaigre y Rousseau, Biochem. J. 303:1 (1994)). Si un promotor es un promotor
inducible, la tasa de transcripcién aumenta en respuesta a un agente inductor. En contraposicién, la tasa de trans-
cripcién no es regulada por un agente inductor si el promotor es un promotor constitutivo. También se conocen los
promotores reprimibles.

Un “promotor central” contiene secuencias de nucleétidos esenciales para la funcién del promotor incluida la caja
TATA y el inicio de la transcripcion. Segtin esta definicion, el promotor central puede o no tener actividad detectable en
ausencia de secuencias especificas que pueden potenciar la actividad o conferir actividad especifica para determinados
tejidos.

Un “elemento regulador” es una secuencia de nucleétidos que modula la actividad de un promotor central. Por
ejemplo, un elemento regulador puede contener una secuencia de nucledtidos que se une a factores celulares que
permiten la transcripcion en determinadas células, tejidos u organelas, de manera exclusiva o preferencial. Estos tipos
de elementos reguladores normalmente se asocian con genes expresados en una forma “especifica para una célula”,
“especifica para un tejido” o “especifica para una organela”. Por ejemplo, el elemento regulador del Ztgfs-9 induce
preferentemente la expresion génica en el cerebro, la médula espinal, el corazén, el muisculo esquelético, el estomago,
el pancreas, la glandula suprarrenal, la glandula salival, el higado, el intestino delgado, la médula dsea, el timo, el
bazo, los ganglios linfaticos, el corazon, la tiroides, la trdquea, los testiculos, los ovarios y la placenta.

Un “potenciador” es un tipo de elemento regulador que puede aumentar la eficiencia de la transcripcién, indepen-
dientemente de la distancia o la orientacion del potenciador en relacién con el sitio de inicio de la transcripcion.

“ADN heter6logo” se refiere a una molécula de ADN o a una poblacién de moléculas de ADN que no exis-
te naturalmente dentro de una célula huésped dada. Las moléculas de ADN heterdlogo para una célula huésped en
particular pueden contener ADN derivado de la especie de la célula huésped (es decir, ADN enddgeno) en tanto y
en cuanto el ADN de la célula huésped esté combinado con ADN que no pertenece a la célula huésped (es decir,
ADN exdgeno). Por ejemplo, una molécula de ADN que contiene un segmento de ADN que no pertenece a la cé-
lula huésped y que codifica un polipéptido ligado operablemente a un segmento de ADN de la célula huésped que
comprende un promotor de la transcripcién se considera una molécula de ADN heter6logo. En contraposicion, una
molécula de ADN heter6logo puede comprender un gen enddgeno ligado operablemente a un promotor exdgeno.
Como otro ejemplo, una molécula de ADN que comprende un gen derivado de una célula genéticamente intacta se
considera ADN heter6logo si dicha molécula de ADN es introducida en una célula mutante que carece del gen de tipo
salvaje.
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Un “polipéptido” es un polimero de residuos de aminoacidos unidos por uniones peptidicas, sea producido en forma
natural o sintética. Los polipéptidos de menos de alrededor de 10 residuos de aminodcidos se conocen, cominmente
como “péptidos”.

Una “proteina” es una macromolécula que comprende una o mas cadenas de polipéptidos. Una proteina también
puede comprender componentes no peptidicos, tales como grupos carbohidrato. Los carbohidratos y otros sustitu-
yentes no peptidicos pueden ser agregados a una proteina por la célula en la cual se produce dicha proteina y varfan
segun el tipo de célula. Las proteinas se definen en la presente en funcién de la estructura de sus esqueletos de ami-
nodcidos; en general, los sustituyentes tales como los grupos carbohidrato no se especifican, aunque pueden estar
presentes.

Un péptido o polipéptido codificado por una molécula de ADN que no pertenece a la célula huésped es un péptido
o polipéptido “heterélogo”.

Un “elemento genético integrado” es un segmento de ADN que ha sido incorporado en un cromosoma de una
célula huésped después de que dicho elemento es introducido en la célula mediante manipulacién humana. En la
presente invencidn, los elementos genéticos integrados son mds cominmente derivados de pldsmidos linealizados
que se introducen en las células mediante electroporacién u otras técnicas. Los elementos genéticos integrados se
transmiten de la célula huésped original a su progenie.

Un “vector de clonacién” es una molécula de dcido nucleico, como por ejemplo, un pldsmido, césmido o bacterio-
fago, que tiene la capacidad de replicarse de manera auténoma dentro de una célula huésped. Los vectores de clonacién
habitualmente contienen un sitio de reconocimiento de endonucleasas de restriccion, o una pequefia cantidad de ellos,
que permiten la insercién de una molécula de 4cido nucleico de una manera determinable sin la pérdida de una fun-
cion bioldgica esencial del vector, asi como secuencias de nucleétidos que codifican un gen marcador adecuado para
usar en la identificacion y seleccion de las células transformadas con el vector de clonacién. Los genes marcadores
habitualmente incluyen genes que proporcionan resistencia a la tetraciclina o a la ampicilina.

Un “vector de expresién” es una molécula de 4cido nucleico que codifica un gen que se expresa en una célula
huésped. Habitualmente, un vector de expresion comprende un promotor de la transcripcién, un gen y un terminador
de la transcripcién. La expresion génica generalmente se coloca bajo el control de un promotor y se dice que el gen esta
“ligado operablemente” al promotor. De manera similar, un elemento regulador y un promotor central estdn ligados
operablemente si el elemento regulador modula la actividad del promotor central.

Un “huésped recombinante” es una célula que contiene una molécula de dcido nucleico heterélogo, como por
ejemplo, un vector de clonacién o un vector de expresion. En el presente contexto, un ejemplo de un huésped recom-
binante es una célula que produce el Ztgf3-9 a partir de un vector de expresién. En contraposicion, el Ztgf3-9 puede
ser producido por una célula que es una “fuente natural” del Ztgf3-9 y que carece de un vector de expresion.

Los “transformantes integradores” son células huésped recombinantes en las cuales el ADN heter6logo se ha
integrado en el ADN genémico de las células.

Una “proteina de fusién” es una proteina hibrida expresada por una molécula de dcido nucleico que comprende
secuencias de nucleétidos de, al menos, dos genes. Por ejemplo, una proteina de fusién puede comprender, al menos,
parte de un polipéptido Ztgf3-9 fusionado con un polipéptido que se une a una matriz de afinidad. Dicha protefna de
fusién proporciona un medio para aislar grandes cantidades de Ztgf3-9 mediante cromatografia de afinidad.

El término “receptor” denota una proteina asociada a una célula que se une a una molécula bioactiva denominada
“ligando”. Esta interaccién media el efecto del ligando en la célula. Los receptores pueden estar unidos a la membrana,
ser citosélicos o nucleares; monoméricos (p. ej. receptor de la hormona estimuladora de la tiroides, receptor adrenér-
gico beta) o multiméricos (p. ej. receptor del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (platelet-derived growth
factor, PDGF), receptor de la hormona de crecimiento, receptor de la IL-3, receptor del GM-CSF, receptor del factor
estimulante de colonias de granulocitos (granulocyte colony stimulating factor, G-CSF), receptor de la eritropoyetina
y receptor de la IL-6). Los receptores unidos a la membrana se caracterizan por una estructura de multiples dominios
que comprende un dominio extracelular de unién a ligandos y un dominio efector intracelular que habitualmente par-
ticipa en la transduccion de las sefiales. En ciertos receptores unidos a la membrana, el dominio extracelular de unién
a ligandos y el dominio efector intracelular estdn ubicados en polipéptidos separados que comprenden el receptor
funcional completo.

En general, la unién del ligando al receptor tiene por consecuencia un cambio en la conformacién del receptor
que provoca una interaccién entre el dominio efector y las demds moléculas de la célula lo cual, a su vez, lleva a una
alteracion en el metabolismo de la célula. Los eventos metabdlicos que a menudo se vinculan con las interacciones
receptor-ligando incluyen transcripcion génica, fosforilacién, desfosforilacién, aumentos en la produccién de AMP
ciclico, movilizacién del calcio celular, movilizacidn de los lipidos de membrana, adhesion celular, hidrdlisis de lipidos
de inositol e hidr6lisis de fosfolipidos.

El término “secuencia sefial de secrecion” denota una secuencia de ADN que codifica un péptido (un “péptido
de secrecién”) que, como componente de un polipéptido mayor, dirige al polipéptido mayor a través de una via de
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secrecion de una célula en la que es sintetizado. Comtinmente, el polipéptido mayor es segmentado para eliminar el
péptido de secrecion durante el transito por la via de secrecidn.

Un “polipéptido aislado” es un polipéptido que estd esencialmente libre de componentes celulares contaminan-
tes, tales como carbohidratos, lipidos u otras impurezas proteindceas asociadas con el polipéptido en su estado na-
tural. Habitualmente, la preparacion de polipéptido aislado contiene el polipéptido en forma altamente purificada,
es decir, al menos, alrededor del 80% puro; al menos, alrededor del 90% puro; al menos, alrededor del 95% pu-
ro; mas del 95% puro o mas del 99% puro. Una manera de mostrar que una preparacién proteica en particular
contiene un polipéptido aislado es mediante la aparicién de una sola banda después de la electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (sodium dodecyl sulfate, SDS) de la preparacién proteica y mediante
la tincién del gel con Azul Brillante de Coomassie. Sin embargo, el término “aislado” no excluye la presencia del
mismo polipéptido en formas fisicas alternativas, tales como dimeros o, como alternativa, en formas glucosiladas o
derivatizadas.

Los términos “amino terminal o N terminal” y “carboxilo terminal o C terminal” se utilizan en la presente para
denotar posiciones dentro de los polipéptidos. Donde el contexto lo permite, dichos términos se usan con referencia a
una secuencia o porcién en particular de un polipéptido para denotar proximidad o posicidn relativa. Por ejemplo, una
determinada secuencia en posicion carboxilo terminal con respecto a una secuencia de referencia dentro de un poli-
péptido estd ubicada en posicidon proximal al carboxilo terminal de la secuencia de referencia, pero no necesariamente
se encuentra en el carboxilo terminal del polipéptido completo.

El término “expresién” se refiere a la biosintesis de un producto génico. Por ejemplo, en el caso de un gen es-
tructural, la expresion indica la transcripcién del gen estructural en ARNm y la traduccién del ARNm a uno o mas
polipéptidos.

El término “variante de empalme” se usa en la presente para denotar formas alternativas de ARN transcrito de un
gen. La variacién por empalme surge naturalmente a través del uso de sitios de empalme alternativos dentro de una
molécula de ARN transcrita o, menos comtinmente, entre moléculas de ARN transcritas por separado, y puede tener
como consecuencia varios ARNm transcritos del mismo gen. Las variantes de empalme pueden codificar polipéptidos
con una secuencia de aminodcidos alterada. El término variante de empalme también se usa en la presente para denotar
un polipéptido codificado por una variante de empalme de un ARNm transcrito de un gen.

Tal como se usa en la presente, el término “inmunomodulador” incluye citocinas, factores de crecimiento de cé-
lulas progenitoras, linfotoxinas, moléculas coestimuladoras, factores hematopoyéticos y anédlogos sintéticos de estas
moléculas.

El término “par de complemento/anticomplemento” denota fracciones no idénticas que forman un par estable aso-
ciado en forma no covalente en las condiciones adecuadas. Por ejemplo, la biotina y la avidina (o estreptavidina)
son miembros prototipicos de un par de complemento/anticomplemento. Otros ejemplos de pares de complemen-
to/anticomplemento incluyen pares de receptor/ligando, antigeno/anticuerpo (o hapteno o epitopo), pares de polinu-
cledtidos codificantes/no codificantes y similares. Donde la posterior disociacién del par de complemento/anticomple-
mento res(}llta deseable, el par de complemento/anticomplemento preferentemente tiene una afinidad de unién de me-
nos de 10° M.

Un “anticuerpo antiidiotipo” es un anticuerpo que se une al dominio de la regién variable de una inmunoglobulina.
En el presente contexto, un anticuerpo antiidiotipo se une a la regién variable de un anticuerpo contra el Ztgf3-9 y, por
ende, un anticuerpo antiidiotipo imita a un epitopo del Ztgfg-9.

Un “fragmento de anticuerpo” es una porcién de un anticuerpo, como por ejemplo, F(ab’),, F(ab),, Fab’, Fab y
similares. Independientemente de la estructura, un fragmento de anticuerpo se une al mismo antigeno reconocido por
el anticuerpo intacto. Por ejemplo, un fragmento de un anticuerpo monoclonal del Ztgf3-9 se une a un epitopo del
ZtgfB-9.

El término “fragmento de anticuerpo” también incluye un polipéptido sintético o producido por genomanipulacién
que se une a un antigeno especifico, como los polipéptidos que consisten en la regién variable de la cadena ligera,
los fragmentos “Fv” que consisten en las regiones variables de las cadenas pesada y ligera, moléculas de polipéptidos
recombinantes de una sola cadena en las cuales las regiones variables ligeras y pesadas estan conectadas por un ligador
peptidico (“proteinas scFv”) y las unidades minimas de reconocimiento que consisten en los residuos de aminoacidos
que imitan a la regién hipervariable.

Un “anticuerpo quimérico” es una proteina recombinante que contiene los dominios variables y regiones determi-
nantes de complementariedad derivados de un anticuerpo de roedor, mientras que el resto de la molécula del anticuerpo
es derivada de un anticuerpo humano.

Los “anticuerpos humanizados” son proteinas recombinantes en las cuales las regiones determinantes de comple-
mentariedad murinas de un anticuerpo monoclonal han sido transferidas de cadenas variables pesadas y ligeras de la
inmunoglobulina murina a un dominio variable humano.
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Tal como se usa en la presente, un “agente terapéutico” es una molécula o un dtomo, que estd conjugado a una
fraccién de anticuerpo para producir un conjugado util para la terapia. Los ejemplos de agentes terapéuticos incluyen
farmacos, toxinas, inmunomoduladores, quelantes, compuestos de boro, agentes o colorantes fotoactivos y radioiséto-
pos.

Un “marcador detectable” es una molécula o atomo que puede estar conjugado a una fraccién de anticuerpo para
producir una molécula util para el diagnéstico. Los ejemplos de marcadores detectables incluyen quelantes, agentes
fotoactivos, radioisétopos, agentes fluorescentes, iones paramagnéticos u otras fracciones de marcadores.

El término “etiqueta de afinidad” se utiliza en la presente para denotar un segmento de un polipéptido que se
puede unir a un segundo polipéptido para permitir la purificacién o deteccion del segundo polipéptido o brindar sitios
para la unién del segundo polipéptido a un sustrato. En principio, cualquier péptido o proteina para los cuales haya
disponibles un anticuerpo u otro agente de union especifico, se puede utilizar como etiqueta de afinidad. Las etiquetas
de afinidad incluyen un tracto de polihistidina, la proteina A (Nilsson et al., EMBO J. 4:1075 (1985); Nilsson et al.,
Methods Enzymol. 198:3 (1991)), glutation S transferasa (Smith y Johnson, Gene 67:31 (1988)), etiqueta de afinidad
Glu-Glu (Grussenmeyer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:7952 (1985)), sustancia P, péptido FLAG (Hopp et al.,
Biotechnology 6:1204 (1988)), de unién a la estreptavidina u otro epitopo antigénico o dominio de unién. Véase, en
general, Ford et al., Protein Expression and Purification 2:95 (1991). Los ADN que codifican etiquetas de afinidad se
pueden adquirir a través de proveedores comerciales (p. ej. Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ).

Un “anticuerpo desnudo” es un anticuerpo entero, en contraposicion a un fragmento de anticuerpo, que no esti
conjugado con un agente terapéutico. Los anticuerpos desnudos incluyen los anticuerpos policlonales y monoclonales,
asi como determinados anticuerpos recombinantes, tales como los anticuerpos quiméricos y humanizados.

Tal como se usa en la presente, el término “componente de anticuerpo” incluye tanto a un anticuerpo entero como
a un fragmento de anticuerpo.

Un “inmunoconjugado” es un conjugado de un componente de anticuerpo con un agente terapéutico o un marcador
detectable.

Tal como se usa en la presente, el término “proteina de fusién de anticuerpo” se refiere a una molécula recom-
binante que comprende un componente de anticuerpo y un agente terapéutico. Los ejemplos de agentes terapéuticos
adecuados para dichas proteinas de fusién incluyen los inmunomoduladores (“proteina de fusién de anticuerpo-inmu-
nomodulador”) y las toxinas (“proteina de fusién anticuerpo-toxina”).

Un “antigeno asociado al tumor” es una proteina que, por lo general, no es expresada, o es expresada en niveles mas
bajos, por una célula contraparte normal. Los ejemplos de antigenos asociados al tumor incluyen la alfa-fetoproteina,
el antigeno carcinoembrionario y el Her-2/neu. Los especialistas en la materia conocen muchos otros ejemplos de
antigenos asociados al tumor. Véase, por ejemplo, Urban et al., Ann. Rev. Immunol. 10:617 (1992).

Tal como se usa en la presente, un “agente infeccioso” denota tanto los microbios como los pardsitos. Un “micro-
bio” incluye virus, bacterias, rickettsias, micoplasma, protozoos, hongos y microorganismos similares. Un “parasito”
denota invertebrados infecciosos, generalmente, microscépicos o muy pequeiios, o huevos o sus formas jévenes, que
son susceptibles a la depuracién mediada por mecanismos inmunitarios o a la destruccién litica o fagocitica, por
ejemplo, los pardsitos del plasmodios, espiroquetas y similares.

Un “antigeno de un agente infeccioso” es un antigeno asociado con un agente infeccioso.

Un “polipéptido diana” o un “péptido diana” es una secuencia de aminodcidos que comprende, al menos, un
epitopo y que esta expresada en una célula diana, por ejemplo, una célula tumoral, o una célula que porta un antigeno
de un agente infeccioso. Las células T reconocen los epitopos peptidicos presentados por una molécula del complejo
mayor de histocompatibilidad a un polipéptido diana o a un péptido diana y, habitualmente, lisan la célula diana o
reclutan otros inmunocitos para que se dirijan al sitio de la célula diana, y la matan de este modo.

Un “péptido antigénico” es un péptido que se une a una molécula del complejo mayor de histocompatibilidad
(major histocompatibility complex, MHC) para formar un complejo MHC-péptido que es reconocido por una célula T
y, de este modo, induce una respuesta de linfocitos citot6xicos cuando se lo presenta a la célula T. Por ende, los péptidos
antigénicos son capaces de unirse a una molécula del complejo mayor de histocompatibilidad adecuada e inducir una
respuesta de células T citotoxicas, por ejemplo, lisis celular o liberacién de citocinas especificas contra la célula diana
que se une al antigeno o lo expresa. El péptido antigénico puede unirse en el contexto de una molécula del complejo
mayor de histocompatibilidad de clase I o clase II, en una célula presentadora de antigeno o en una célula diana.

En los eucariotas, la ARN polimerasa II cataliza la transcripcién de un gen estructural para producir ARNm. Una
molécula de dcido nucleico puede ser disefiada para contener una plantilla de ARN polimerasa Il en la cual el transcrito
de ARN tiene una secuencia que es complementaria a la de un ARNm especifico. El transcrito de ARN se denomina
“ARN no codificante” y una molécula de 4cido nucleico que codifica el ARN no codificante se denomina “gen no
codificante”. Las moléculas de ARN no codificante son capaces de unirse a las moléculas de ARNm, lo cual da como
resultado una inhibicién de la traduccién del ARNm o de la degradacién del ARNm.
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Un “oligonucleétido no codificante especifico para el Ztgf3-9” o un “oligonucleétido no codificante del Ztgf3-9”
es un oligonucledtido que tiene una secuencia (a) capaz de formar una estructura triple estable con una porcién del
gen del Ztgf3-9 o (b) capaz de formar una estructura doble estable con una porcién de un transcrito de ARNm del gen
del Ztgf3-9.

Una “ribozima” es una molécula de 4cido nucleico que contiene un centro catalitico. El término incluye a las
enzimas del ARN, a los ARN autoempalmantes, los ARN autosegmentantes y las moléculas de 4cido nucleico que
realizan estas funciones cataliticas. Una molécula de acido nucleico que codifica una ribozima se denomina “gen de
ribozima”.

Una “secuencia guia externa” es una molécula de dcido nucleico que dirige a la ribozima endégena, RNasa P,
a una especie de ARNm intracelular en particular, con lo cual se produce la segmentacién del ARNm por la RNa-
sa P. Una molécula de dcido nucleico que codifica una secuencia guia externa se denomina “gen secuencia guia
externa”.

El término “variante del gen del Ztgf5-9 humano” se refiere a moléculas de dcido nucleico que codifican un po-
lipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos que es una modificacién de la SEC. ID. N.° 2. Dichas variantes
incluyen los polimorfismos naturales de los genes del Ztgff3-9, asi como los genes sintéticos que contienen sustitu-
ciones conservadoras de aminodcidos de la secuencia de aminodcidos de la SEC. ID. N.° 2. Las formas variantes
adicionales de los genes del Ztgf-9 son las moléculas de 4cido nucleico que contienen inserciones o eliminaciones
de las secuencias de nucledtidos descritas en la presente. Una variante del gen del Ztgf3-9 puede identificarse deter-
minando si el gen se hibrida con una molécula de dcido nucleico que tiene la secuencia de nucleétidos de la SEC. ID.
N.° 1, o su complemento, en condiciones rigurosas.

De manera similar, el término “variante del gen del Ztgf3-9 murino” se refiere a moléculas de acido nucleico que
codifican un polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos que es una modificaciéon de la SEC. ID. N.° 9. Una
variante del gen del Ztgf-9 murino puede identificarse determinando si el gen se hibrida con una molécula de 4cido
nucleico que tiene la secuencia de nucledtidos de la SEC. ID. N.° 8, o su complemento, en condiciones rigurosas.

Como alternativa, la variante de los genes del Ztgff-9 puede identificarse por comparacion de las secuencias. Dos
secuencias de aminodcidos tienen “100% de identidad en las secuencias de aminodcidos” si los residuos de amino4ci-
dos de las dos secuencias de aminodcidos son iguales cuando se las alinea para obtener la médxima correspondencia.
En forma similar, dos secuencias de nucleétidos tienen “100% de identidad de las secuencias de nucle6tidos”™ si los
residuos de nucledtidos de las dos secuencias de nucleétidos son iguales cuando se las alinea para obtener la maxi-
ma correspondencia. Las comparaciones de secuencias pueden realizarse utilizando programas de ordenador estandar
tales como los incluidos en el juego de programas de bioinformatica para ordenador LASERGENE, producido por
DNASTAR (Madison, Wisconsin). Otros métodos para comparar dos secuencias de nucledtidos o aminoécidos deter-
minando el alineamiento 6ptimo son bien conocidos por los especialistas en la materia (véase, por ejemplo, Peruski y
Peruski, The Internet and the New Biology: Tools for Genomic and Molecular Research (ASM Press, Inc. 1997), Wu
et al. (ed.), “Information Superhighway and Computer Databases of Nucleic Acids and Proteins”, en Methods in Gene
Biotechnology, paginas 123-151 (CRC Press, Inc. 1997), y Bishop (ed.), Guide to Human Genome Computing, 2.*
Edicién (Academic Press, Inc. 1998)). A continuacién se describen métodos particulares para determinar la identidad
de las secuencias.

Independientemente del método en particular utilizado para identificar una variante del gen del Ztgf$3-9 o una
variante del polipéptido Ztgf3-9, una variante de un gen o polipéptido codificado por una variante de un gen se
encuentran caracterizados funcionalmente por sus actividades antivirales o antiproliferativas, o por la capacidad de
unirse especificamente a un anticuerpo contra el Ztgfs-9.

El término “variante alélica” se utiliza en la presente para denotar cualquiera de dos o més formas alternativas de
un gen que ocupa el mismo locus cromosémico. La variacién alélica surge de manera natural a través de la mutacién
y puede tener como consecuencia el polimorfismo fenotipico dentro de las poblaciones. Las mutaciones génicas pue-
den ser silenciosas (sin cambios en el polipéptido codificado) o pueden codificar polipéptidos con una secuencia de
aminodcidos alterada. El término variante alélica también se usa en la presente para denotar una proteina codificada
por una variante alélica de un gen.

El término “ortélogo” denota un polipéptido o una proteina obtenidos de una especie que es la contraparte funcional
de un polipéptido o una proteina de una especie diferente. Las diferencias de secuencias entre los ortélogos son el
resultado de la especiacion.

Los “pardlogos” son proteinas diferentes pero estructuralmente relacionadas producidas por un organismo. Se cree
que los pardlogos surgen por duplicacidon génica. Por ejemplo, la @-globina, la 8-globina y la mioglobina son pardlogos
entre si.

Debido a la imprecision de los métodos analiticos estandar, se entiende que los pesos moleculares y las longitu-
des de los polimeros son valores aproximados. Cuando uno de dichos valores se expresa como “alrededor de” X o
“aproximadamente” X, se entenderd que el valor X expresado tiene una exactitud de +10%.
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Las moléculas de dcido nucleico que codifican un gen del Ztgf3-9 humano o de ratén pueden obtenerse cribando
una genoteca genémica 0 ADNc humano o de ratén con sondas de polinucleétidos basadas en las SEC. ID. N.° 1 o
SEC. ID. N.° 8. Estas técnicas son estdndar y estdn bien establecidas. A manera de ejemplo, una molécula de dcido
nucleico que codifica un gen del Ztgf3-9 humano puede aislarse de una genoteca de ADNc humana. En este caso,
el primer paso consistiria en preparar la genoteca de ADNc aislando ARN de tejido del cerebro, la médula espinal,
el corazén, el musculo esquelético, el estdmago, el pincreas, la gldndula suprarrenal, la gldndula salival, el intestino
delgado, la médula ésea, el timo, el bazo, los ganglios linfaticos, el corazén, la tiroides, la traquea, los testiculos,
los ovarios o la placenta, con métodos bien conocidos por los especialistas en la materia. En general, las técnicas de
aislamiento del ARN deben brindar un método para romper las células, un medio para inhibir la degradacién del ARN
dirigida por la RNasa y un método para separar el ARN de los contaminantes de ADN, proteinas y polisacaridos.
Por ejemplo, el ARN total puede aislarse congelando el tejido en nitrégeno liquido, moliendo el tejido congelado con
un mortero para Usar las células, extrayendo el tejido molido con una solucién de fenol/cloroformo para eliminar las
protefnas y separando el ARN de las impurezas restantes mediante precipitacidn selectiva con cloruro de litio (véase,
por ejemplo, Ausubel et al. (ed.), Short Protocols in Molecular Biology, 3.* edicién, paginas 4-1 a 4-6 (John Wiley
& Sons 1995) [“Ausubel (1995)”]; Wu et al., Methods in Gene Biotechnology, paginas 33-41 (CRC Press, Inc. 1997)
[“Wu (1997)]).

Como alternativa, el ARN total puede aislarse del tejido del cerebro o la médula espinal como también del corazén,
el musculo esquelético, el estdmago, el pancreas, la gldndula suprarrenal, la gldndula salival, el higado, el intestino
delgado, la médula 6sea, el timo, el bazo, los ganglios linféticos, la tiroides, la trdquea, los testiculos, los ovarios
o la placenta, extrayendo el tejido molido con isotiocianato de guanidinio, extrayéndolo con solventes orgdnicos y
separando el ARN de los contaminantes mediante centrifugacion diferencial (véase, por ejemplo, Chirgwin et al.,
Biochemistry 18:52 (1979); Ausubel (1995) en las paginas 4-1 a 4-6; Wu (1997) en las paginas 33-41). A fin de
construir una genoteca de ADNc, el ARN poli(A)* debe ser aislado de una preparacién de ARN total. EI ARN poli
(A)* puede aislarse del ARN total mediante la técnica estandar de cromatografia con oligo(dT)-celulosa (véase, por
ejemplo, Aviv y Leder, Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 69:1408 (1972); Ausubel (1995) en las paginas 4-11 a 4-12). Las
moléculas de ADNc bicatenario se sintetizan a partir del ARN poli(A)* mediante técnicas bien conocidas por los
especialistas en la materia. (véase, por ejemplo, Wu (1997) en las paginas 41-46). Ademads, se pueden utilizar equipos
disponibles comercialmente para sintetizar moléculas de ADNc bicatenario. Por ejemplo, dichos equipos se pueden
adquirir a través de Life Technologies, Inc. (Gaithersburg, MD), CLONTECH Laboratories, Inc. (Palo Alto, CA),
Promega Corporation (Madison, WI) y STRATAGENE (La Jolla, CA).

Diversos vectores de clonacién resultan adecuados para la construccién de una genoteca de ADNc. Por ejem-
plo, una genoteca de ADNc puede prepararse en un vector derivado de un bacteriéfago, por ejemplo, el 1. Véase,
por ejemplo, Huynh et al., “Constructing and Screening cDNA Libraries in Agt10 and Agtl1”, en DNA Cloning: A
Practical Approach Vol. I, Glover (ed.), pag. 49 (IRL Press, 1985); Wu (1997) en las paginas 47-52. Como alternati-
va, las moléculas de ADNCc bicatenario se pueden insertar en un vector plasmidico, como un vector pPBLUESCRIPT
(STRATAGENE; La Jolla, CA), un LAMDAGEM-4 (Promega Corp.) u otros vectores disponibles comercialmente.
También pueden obtenerse vectores de clonacién adecuados de la Coleccién Estadounidense de Cultivos de Tipos
(American Type Culture Collection), (Manassas, VA). Para amplificar las moléculas de ADNc clonado, la genoteca de
ADNC se inserta en un huésped procariota empleando las técnicas estdndar. Por ejemplo, la genoteca de ADNc puede
introducirse en células de E. coli DHS competentes que pueden obtenerse, por ejemplo, de Life Technologies, Inc.
(Gaithersburg, MD).

Se puede preparar una genoteca genémica humana por medios bien conocidos por los especialistas en la ma-
teria (véase, por ejemplo, Ausubel (1995) en las pdginas 5-1 a 5-6; Wu (1997) en las paginas 307-327). E1 ADN
gendmico puede aislarse lisando el tejido con el detergente Sarkosyl, digiriendo el lisado con la proteinasa K, elimi-
nando los restos insolubles del lisado por centrifugacién, precipitando el dcido nucleico del lisado con isopropanol
y purificando el ADN resuspendido en un gradiente de densidad de cloruro de cesio. Los fragmentos de ADN que
son adecuados para la produccién de una genoteca gendémica pueden obtenerse mediante la fragmentacion aleato-
ria de ADN genémico o mediante la digestién parcial de ADN genémico con endonucleasas de restriccion. Los
fragmentos de ADN gendmico pueden insertarse en un vector, por ejemplo, un vector bacteri6fago o césmido, de
acuerdo con las técnicas convencionales, tales como el uso de digestién con enzimas de restriccién para brindar
terminales adecuados, el uso de tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar la unién indeseable de moléculas de
ADN vy la ligadura con ligasas adecuadas. Las técnicas de dicha manipulacién son bien conocidas por los especia-
listas en la materia (véase, por ejemplo, Ausubel (1995) en las paginas 5-1 a 5-6; Wu (1997) en las paginas 307-
327).

Las moléculas de 4cido nucleico que codifican un gen del Ztgf3-9 humano también pueden obtenerse mediante
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores oligonucledtidos que tengan secuencias de nucledti-
dos basadas en las secuencias de nucledtidos del gen del Ztgf5-9 humano, tal como se describe en la presente. Los
métodos generales para cribar las genotecas con PCR son proporcionados, por ejemplo, por Yu et al., “Use of the
Polymerase Chain Reaction to Screen Phage Libraries”, en Methods in Molecular Biology, Vol. 15: PCR Protocols:
Current Methods and Applications, White (ed.), paginas 211-215 (Humana Press, Inc. 1993). Ademds, las técnicas
para usar la PCR para aislar genes relacionados han sido descritas, por ejemplo, por Preston, “Use of Degenerate
Oligonucleotide Primers and the Polymerase Chain Reaction to Clone Gene Family Members”, en Methods in Mo-
lecular Biology, Vol. 15: PCR Protocols: Current Methods and Applications, White (ed.), paginas 317-337 (Humana
Press, Inc. 1993). Como alternativa, las genotecas genémicas humanas pueden obtenerse de fuentes comerciales,

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2300 154 T3

por ejemplo, Research Genetics (Huntsville, AL) y la Coleccién Estadounidense de Cultivos de Tipos (Manassas,
VA). Una genoteca de clones de ADNc o genémicos puede cribarse con una o mas sondas de polinucledtidos ba-
sadas en la SEC. ID. N.° 1, utilizando métodos estdndar (véase, por ejemplo, Ausubel (1995) en las paginas 6-1 a
6-11).

Los anticuerpos contra el Ztgfs-9, producidos segtin se describe a continuacién, también pueden usarse para ais-
lar secuencias de ADN que codifiquen genes del Ztgf3-9 humanos de genotecas de ADNc. Por ejemplo, pueden
utilizarse los anticuerpos para cribar genotecas de expresion del Agtll o pueden utilizarse los anticuerpos para rea-
lizar un inmunocribado posterior a la seleccién y traduccidon de los hibridos (véase, por ejemplo, Ausubel (1995)
en las paginas 6-12 a 6-16; Margolis ef al., “Screening A expression libraries with antibody and protein probes”,
en DNA Cloning 2: Expression Systems, 2.“ Edicion, Glover et al. (ed.), paginas 1-14 (Oxford University Press
1995)).

Como alternativa, un gen del Ztgf3-9 puede obtenerse sintetizando moléculas de acido nucleico con oligonu-
cledtidos largos mutuamente cebantes y las secuencias de nucledtidos descritas en la presente (véase, por ejemplo,
Ausubel (1995) en las paginas 8-8 a 8-9). Las técnicas establecidas que usan la reaccién en cadena de la polime-
rasa brindan la posibilidad de sintetizar moléculas de ADN de una longitud de, al menos, dos kilobases (Adang
et al., Plant Molec. Biol. 21:1131 (1993), Bambot et al., PCR Methods and Applications 2:266 (1993), Dillon et
al., “Use of the Polymerase Chain Reaction for the Rapid Construction of Synthetic Genes”, en Methods in Mo-
lecular Biology, Vol. 15: PCR Protocols: Current Methods and Applications, White (ed.), paginas 263-268, (Hu-
mana Press, Inc. 1993) y Holowachuk er al., PCR Methods Appl. 4:299 (1995)). La secuencia de un ADNc del
Ztgf3-9 o un fragmento gendmico del Ztgf3-9 puede determinarse mediante métodos estandar. Ademads, la iden-
tificacién de los fragmentos gendmicos que contienen un elemento promotor o regulador del Ztgf5-9 puede lo-
grarse mediante técnicas bien establecidas, tales como el andlisis de las eliminaciones (véase, en general, Ausubel
(1995)).

La clonacién de las secuencias que flanquean a 5° también facilita la produccién de las proteinas Ztgf5-9 por
“activacion genética” segtin los métodos divulgados en Patente de EE. UU. N.° 5.641.670. En resumen, la expresioén
de un gen del Ztgf3-9 endégeno en una célula se altera introduciendo en el locus del Ztgf3-9 un constructo de ADN
que comprende, al menos, una secuencia de acceso, una secuencia reguladora, un exén y un sitio donante de empalme
no apareado. La secuencia de acceso es una secuencia 5° no codificante del Ztgf3-9 que permite la recombinacién
homodloga del constructo con el locus del Ztgf3-9 endégeno, por la cual las secuencias dentro del constructo se ligan
operablemente a la secuencia codificante del Ztgf5-9 endégena. De esta manera, un promotor del Ztgf3-9 endégeno
puede reemplazarse o suplementarse con otras secuencias reguladoras para proporcionar una expresion potenciada,
especifica para un tejido o regulada de alguna otra manera.

Asimismo, los polinucledtidos de la presente invencién pueden sintetizarse utilizando un sintetizador de ADN. En
la actualidad, el mejor método es el de la fosforamidita. Si se requiere ADN bicatenario sintetizado quimicamente
para una aplicacién como la sintesis de un gen o de un fragmento génico, cada cadena complementaria se fabrica
por separado. La produccién de genes cortos (de 60 a 80 pb) es técnicamente sencilla y se puede lograr sintetizando
las cadenas complementarias y luego aparedndolas. Sin embargo, para la produccidn de genes mas largos (>300 pb),
se requieren estrategias especiales porque la eficiencia de acoplamiento de cada ciclo durante la sintesis quimica de
ADN rara vez alcanza el 100%. Para superar este problema, los genes sintéticos (bicatenarios) se arman en forma
modular a partir de fragmentos monocatenarios que tienen una longitud de entre 20 y 100 nucledtidos. Ademads de
la secuencia que codifica la proteina, los genes sintéticos pueden disefiarse con secuencias terminales que facilitan
la insercion en sitios de endonucleasas de restriccién de un vector de clonacién y también deben agregarse otras
secuencias que contengan sefiales para el inicio y la terminacion adecuados de la transcripcidn y la traduccién. Véase
Glick, Bernard R. y Jack J. Pasternak, Molecular Biotechnology, Principles & Applications of Recombinant DNA,
(ASM Press, Washington, D.C. 1994), Itakura, K. et al. Synthesis and use of synthetic oligonucleotides. Annu. Rev.
Biochem. 53:323-356 (1984) y Climie, S. et al. Chemical synthesis of the thymidylate synthase gene. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 87:633-637 (1990).

Los polinucleétidos aislados pueden hibridarse con regiones de tamafio similar del ADN de la SEC. ID. N.° 1
0 una secuencia complementaria a dicho ADN, en condiciones rigurosas. En general, las condiciones rigurosas se
seleccionan para ser alrededor de 5°C inferiores al punto de fusién térmico (T,,) para la secuencia especifica a una
concentracion iénica y un pH definidos. La T,, es la temperatura (a una concentracion iénica y un pH definidos) a la
cual el 50% de la secuencia de acceso se hibrida con una sonda que coincide perfectamente. Las condiciones rigurosas
habituales son aquellas en las que la concentracién de sal es de alrededor de 0,02 M o inferior a un pH 7 y la tempe-
ratura es de, al menos, alrededor de 60°C. Como se sefial6 anteriormente, los polinucleétidos aislados de la presente
invencién incluyen ADN y ARN. Los métodos para aislar ADN y ARN son bien conocidos por los especialistas en la
materia. El ARN total puede prepararse mediante extraccién con clorhidrato de guanidina y realizando, luego, el aisla-
miento mediante centrifugacién en un gradiente de CsCl [Chirgwin et al., Biochemistry 18:52-94 (1979)]. Se prepara
ARN poli(A)* a partir del ARN total usando el método de Aviv y Leder, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69:1408-1412
(1972). Se prepara ADN complementario (ADNc) a partir del ARN poli(A)* usando los métodos conocidos. Luego,
los polinucleétidos que codifican los polipéptidos Ztgf3-9 se identifican y aislan mediante, por ejemplo, hibridacién o
PCR.
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Los especialistas en la materia reconocerdn que las secuencias divulgadas en las SEC. ID. N.° 1 y 2 representan
un dnico alelo de la especie humana. Existe una cantidad de variantes naturales N terminales maduras que tienen
la secuencia lider segmentada en posiciones diferentes. Las variantes alélicas de estas secuencias pueden clonarse
sondando genotecas de ADNc o gendmicas de diferentes individuos segin los procedimientos estdndar. Los polinu-
cleétidos y las proteinas contraparte de otras especies se denominan (“ortélogos en otras especies”). De particular
interés resultan los polipéptidos ZtgfB-9 de otras especies de mamiferos, incluidos los murinos, porcinos, ovinos,
bovinos, caninos, felinos, equinos y otros primates. Los ortélogos en otras especies de la proteina Ztgf5-9 humana
se pueden clonar usando informacién y composiciones provistas por la presente invencién en combinacién con las
técnicas de clonacidon convencionales. Por ejemplo, un ADNc puede clonarse usando ARNm obtenido de un tejido o
tipo celular que exprese el gen. Pueden identificarse fuentes adecuadas de ARNm por sondaje de Northern blots con
sondas disefiadas a partir de las secuencias divulgadas en la presente. Luego se prepara una genoteca a partir de ARNm
de un tejido o una linea celular positivos. Luego, puede aislarse un ADNc que codifica la proteina con una serie de
métodos, por ejemplo, el sondaje con un ADNc humano completo o parcial, o con uno o mas conjuntos de sondas
degeneradas sobre la base de las secuencias divulgadas. Un ADNc también puede clonarse mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa o PCR (Mullis, Patente de EE. UU. N.° 4.683.202), con cebadores disefiados a partir de las
secuencias divulgadas en la presente. Dentro de un método adicional, la genoteca de ADNc puede utilizarse para trans-
formar o transfectar células huésped, y la expresion del ADNc de interés puede detectarse con un anticuerpo contra
la proteina. Pueden aplicarse técnicas similares para el aislamiento de clones genémicos. Como se usa y reivindica, la
expresion “un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido, estando dicho polinucleétido definido en la SEC. ID.
N.° 2” incluye todas las variantes alélicas y los ort6logos en otras especies del polipéptido de las SEC. ID. N.° 2, 3, 4

y 5.

Las moléculas de dcido nucleico aisladas que codifican el Ztgf3-9 humano pueden hibridarse con moléculas de
dcido nucleico que tienen la secuencia de nucledtidos de la SEC. ID. N.° 1, o una secuencia complementaria a ella,
en “condiciones rigurosas”. En general, las condiciones rigurosas se seleccionan para que sean alrededor de 5°C mas
bajas que el punto de fusién térmico (T,,) para la secuencia especifica a una concentracién iénica y un pH definidos.
La T, es la temperatura (a una concentracién i6nica y un pH definidos) a la cual el 50% de la secuencia de acceso se
hibrida con una sonda que coincide perfectamente.

A manera de ejemplo, una molécula de 4cido nucleico que codifica una variante del polipéptido Ztgf3-9 puede
hibridarse con una molécula de 4cido nucleico que tiene la secuencia de nucleétidos de la SEC. ID. N.° 1 (o su com-
plemento) a 42°C, de un dia para el otro, en una solucién que comprende formamida al 50%, 5x SSC (1x SSC: cloruro
de sodio 0,15 M y citrato de sodio 15 mM), fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6), 5x solucién de Denhardt (100x solucién
de Denhardt: Ficoll 400 al 2% (p/v), polivinilpirrolidona al 2% (p/v) y albimina de suero bovino al 2% (p/v)), sulfato
de dextrano al 10% y 20 ug/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado y fragmentado. Un especialista en
la materia puede idear variaciones de estas condiciones de hibridacién. Por ejemplo, la mezcla de hibridacién puede
incubarse a una temperatura mayor, por ejemplo, alrededor de 65°C, en una soluciéon que no contiene formamida.
Ademads, existen soluciones de hibridacién mezcladas previamente (p. ej. EXPRESSHYB Hybridization Solution de
CLONTECH Laboratories, Inc.) y la hibridacién puede llevarse a cabo segtn las instrucciones del fabricante. Después
de la hibridacién, las moléculas de 4cido nucleico pueden lavarse para eliminar las moléculas de acido nucleico no
hibridadas en condiciones rigurosas o en condiciones muy rigurosas. Las condiciones de lavado rigurosas habituales
incluyen lavado en una solucién de 0,5x-2x SSC con dodecil sulfato de sodio (SDS) al 0,1% a 55-65°C. A manera
de ejemplo, las moléculas de dcido nucleico que codifican una variante del polipéptido Ztgf3-9 se hibridan con una
molécula de dcido nucleico que tiene la secuencia de nucleétidos de la SEC. ID. N.° 1 (o su complemento) en con-
diciones de lavado rigurosas, en las cuales la rigurosidad del lavado es equivalente a 0,5x-2x SSC con SDS al 0,1%
a 55-65°C e incluye 0,5x SSC con SDS al 0,1% a 55°C, 6 2x SSC con SDS al 0,1% a 65°C. Un especialista en la
materia puede facilmente idear condiciones equivalentes, por ejemplo, sustituyendo SSC por SSPE en la solucién de
lavado.

Las condiciones de lavado muy rigurosas habituales incluyen el lavado en una solucién de 0,1x-0,2x SSC con
dodecil sulfato de sodio (SDS) al 0,1% a 50-65°C. En otras palabras, las moléculas de 4cido nucleico que codifican una
variante del polipéptido Ztgf-9 se hibridan con una molécula de dcido nucleico que tiene la secuencia de nucledtidos
de la SEC. ID. N.° 1 (o su complemento) en condiciones de lavado muy rigurosas, en las cuales la rigurosidad del
lavado es equivalente a 0,1 x-0,2x SSC con SDS al 0,1% a 50-65°C e incluye 0,1 x SSC con SDS al 0,1% a 50°C 6
0,2x SSC con SDS al 0,1% a 65°C.

Los polipéptidos Ztgf3-9 aislados pueden tener una identidad de secuencias sustancialmente similar a los polipép-
tidos de las SEC. ID. N.°2,3,4, 5,9, 12, 17, 18 o sus ortdlogos. El término “identidad de secuencias sustancialmente
similar” se usa en la presente para denotar polipéptidos que tienen una identidad de secuencias de, al menos, un 90%;
al menos, un 95%; o més del 95% y 99% con las secuencias mostradas en las SEC. ID. N.° 2, 3,4,5,9, 12, 17, 18 o
sus ortélogos.

Las moléculas de dcido nucleico de las variantes del Ztgf3-9 pueden identificarse aplicando dos criterios: una
determinacion de la similitud entre el polipéptido codificado con la secuencia de aminoacidos de las SEC. ID. N.° 2,
3,4,5,9,12, 17 6 18, y una valoracién de hibridacién, segtin se ha descrito mds arriba. Dichas variantes del Ztgf/3-
9 incluyen las moléculas de 4cido nucleico: (1) que se hibridan con una molécula de 4cido nucleico que tiene la
secuencia de nucledtidos de la SEC. ID. N.° 1, SEC. ID. N.° 9 o SEC. ID. N.° 16 (o su complemento) en condiciones
de lavado rigurosas, en las cuales la rigurosidad del lavado es equivalente a 0,5x-2x SSC con SDS al 0,1% a 55-
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65°C; y (2) que codifican un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de, al menos, un 90%; al menos,
un 95%; o mas del 95% con la secuencia de aminoacidos de las SEC. ID. N.° 2, 3, 4,5, 9, 12, 17 6 18. Como
alternativa, las variantes del Ztgf3-9 pueden caracterizarse como moléculas de 4cido nucleico (1) que se hibridan con
una molécula de 4cido nucleico que tiene la secuencia de nucledtidos de la SEC. ID. N.° 1 (o su complemento) en
condiciones de lavado muy rigurosas, en las cuales la rigurosidad del lavado es equivalente a 0,1 x-0,2x SSC con SDS
al 0,1% a 50-65°C; y (2) que codifican un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de, al menos, un 90%;
al menos, un 95%; o mas del 95% o0 99% con la secuencia de aminoacidos de las SEC. ID. N.°2, 3,4,5,9, 12,176
18.

Las moléculas de 4cido nucleico de las variantes del Ztgf3-9 humano pueden identificarse mediante, al menos, uno
de los siguientes: determinacién de identidad de las secuencias y andlisis de hibridacién, con referencia a la SEC. ID.
N.° 2. Las moléculas de 4cido nucleico de las variantes del Ztgf3-9 murino pueden identificarse mediante, al menos,
una determinacion de identidad de las secuencias y andlisis de hibridacién, con referencia a las SEC. ID. N.° 8 y 9.
Por ejemplo, al utilizar el enfoque que se utiliz6 anteriormente, las moléculas de dcido nucleico de las variantes del
ZtgfB-9 murino pueden identificarse a través de la aplicacion de, al menos, uno de tres criterios: (1) hibridacién con
una molécula de 4cido nucleico que tiene la secuencia de nucledtidos de la SEC. ID. N.° 8 (o su complemento) en
condiciones de lavado rigurosas, en las cuales la rigurosidad del lavado es equivalente a 0,5x-2x SSC con SDS al 0,1%
a55-65°C; (2) hibridacién con una molécula de 4cido nucleico que tiene la secuencia de nucleétidos de la SEC. ID. N.°
8 (o su complemento) en condiciones de lavado muy rigurosas, en las cuales la rigurosidad del lavado es equivalente
a 0,1x-0,2x SSC con SDS al 0,1% a 50-65°C; y (3) un porcentaje de identidad de aminoacidos con una identidad de
secuencias de, al menos, un 90%; al menos, un 95%; o mas del 95% con la secuencia de aminoacidos de la SEC. N.°
12.

El porcentaje de identidad de secuencias se determina por métodos convencionales. Véase, por ejemplo, Altschul et
al., Bull. Math. Bio. 48:603 (1986), y Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1992). En resumen,
dos secuencias de aminodcidos se alinean para optimizar los puntajes de alineamiento utilizando una penalizacién
por apertura de gap de 10, una penalizacién por extension de gap de 1 y la matriz de puntuacién “BLOSUM 62” de
Henikoff y Henikoff (ibid.) como se muestra en la Tabla 1 (los aminoécidos se indican con cddigos estdndar de una
sola letra). Luego, se calcula el porcentaje de identidad como: ([cantidad total de coincidencias idénticas]/[longitud de
la secuencia mds larga mdas cantidad de gaps introducidos en la secuencia mds larga para alinear las dos secuencias])
(100).

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Los especialistas en la materia apreciardn que existen muchos algoritmos establecidos para alinear dos secuencias
de aminodcidos. El algoritmo de bisqueda de similitud “FASTA” de Pearson y Lipman es un método de alineamiento
de proteinas adecuado para examinar el nivel de identidad compartido por una secuencia de aminoécidos divulgada en
la presente y la secuencia de aminodcidos de una variante putativa del Ztgf3-9. El algoritmo FASTA ha sido descrito
por Pearson y Lipman, Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), y por Pearson, Meth. Enzymol. 183:63 (1990).
En resumen, el FASTA primero caracteriza la similitud entre secuencias identificando las regiones compartidas por la
secuencia de consulta (p. ej. SEC. ID. N.° 2) y una secuencia de prueba que tienen la mayor densidad de identidades (si
la variable ktup es 1) o pares de identidades (si ktup=2), sin tener en cuenta sustituciones, inserciones o eliminaciones
conservadoras de aminodcidos. Luego, se vuelven a puntuar las diez regiones con la mayor densidad de identidades
comparando la similitud de todos los aminodcidos apareados mediante una matriz de sustitucién de aminodacidos,
y se “recortan” los extremos de las regiones para incluir inicamente aquellos residuos que contribuyan a la mayor
puntuacién. Si hay varias regiones con puntajes mayores que el valor de “corte” (calculado mediante una férmula
predeterminada en funcién de la longitud de la secuencia y el valor de ktup), las regiones iniciales recortadas se
examinan para determinar si pueden unirse para formar un alineamiento aproximado con gaps. Finalmente, las regiones
con la mayor puntuacién de las dos secuencias de aminodcidos se alinean mediante una modificacion del algoritmo de
Needleman-Wunsch-Sellers (Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:444 (1970); Sellers, SIAM J. Appl. Math. 26:787
(1974)), que permite las inserciones y eliminaciones de aminodcidos. Los pardmetros ejemplificativos del andlisis por
el método FASTA son: ktup=1, penalizacién por apertura de gap=10, penalizacién por extensién de gap=1 y matriz de
sustitucion=BLOSUMS®62. Estos pardmetros pueden introducirse en un programa FASTA modificando el archivo de la
matriz de puntuacién (“SMATRIX”), como se explica en el Anexo 2 de Pearson, Meth. Enzymol. 183:63 (1990).

El FASTA también puede utilizarse para determinar la identidad de secuencias de moléculas de 4cido nucleico
utilizando una relacion, tal como se ha divulgado anteriormente. Para las comparaciones de secuencias de nucleétidos,
el valor de ktup puede variar entre uno y seis; preferentemente entre tres y seis; de mayor preferencia tres, con los
demads pardmetros fijados segin se ha descrito anteriormente.

Las moléculas de acido nucleico pueden codificar un polipéptido que tiene un cambio conservador de aminoacidos,
en comparacién con la secuencia de aminodcidos de las SEC. ID. N.° 2, SEC. ID. N.° 3, SEC. ID. N.° 4, SEC. ID.
N.°5, SEC. ID. N.°9, SEC. ID. N.° 12, SEC. ID. N.° 17 o SEC. ID. N.° 18. Es decir, se pueden obtener variantes que
contienen una o mas sustituciones de aminoacidos de las SEC. ID. N.° 2, SEC. ID. N.° 3, SEC. ID. N.° 4 SEC. ID.
N.° 5, SEC. ID. N.° 9 o SEC. ID. N.° 12, en la cual un aminoécido alquilo sustituye a un aminodcido alquilo de una
secuencia de aminodcidos del Ztgf3-9; un aminodcido aromético sustituye a un aminodcido aromdtico de una secuencia
de aminodcidos del Ztgf3-9; un aminoécido que contiene azufre sustituye a un aminoacido que contiene azufre de una
secuencia de aminodcidos del Ztgf3-9; un aminoédcido que contiene hidroxi sustituye a un aminodcido que contiene
hidroxi de una secuencia de aminoacidos del Ztgf-9; un aminoacido acidico sustituye a un aminodcido acidico de
una secuencia de aminodcidos del Ztgf3-9; un aminodcido bdsico sustituye a un aminoacido basico de una secuencia
de aminodcidos del ZtgfB3-9 o un aminoacido monocarboxilico dibésico sustituye a un aminoacido monocarboxilico
dibasico de una secuencia de aminodacidos del Ztgf3-9.

Entre los aminodcidos comunes, por ejemplo, una “sustituciéon conservadora de aminoédcidos” se ejemplifica con
una sustitucién entre aminodcidos dentro de cada uno de los siguientes grupos: (1) glicina, alanina, valina, leucina
e isoleucina; (2) fenilalanina, tirosina y triptéfano; (3) serina y treonina; (4) aspartato y glutamato; (5) glutamina y
asparragina; y (6) lisina, arginina e histidina. Por ejemplo, una variante de los polipéptidos Ztgf3-9 que tiene una
secuencia de aminoécidos que difiere de las SEC. ID. N.%: 2, 3, 4, 5 6 12 puede obtenerse sustituyendo Ser por un
residuo de treonina, sustituyendo Ile por valina, sustituyendo Glu por un residuo de aspartato o sustituyendo Ile por
un residuo de valina. Pueden obtenerse variantes adicionales produciendo polipéptidos que tengan dos o mds de estas
sustituciones de amino4cidos.

Pueden idearse variantes del Ztgf3-9 humano o murino alineando las secuencias de aminoécidos de las SEC. ID.
N.°3y SEC. ID. N.° 12, y teniendo en cuenta cualquier diferencia en los residuos de aminodcidos correspondientes.

La tabla BLOSUMSG62 es una matriz de sustitucién de aminodcidos derivada de alrededor de 2.000 alineamientos
multiples locales de segmentos de secuencias de proteinas, que representan regiones altamente conservadas de mas de
500 grupos de proteinas relacionadas (Henikoff y Henikoff, Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 89:10915 (1992)). En conse-
cuencia, las frecuencias de sustitucién de BLOSUMG62 pueden utilizarse para definir sustituciones conservadoras de
aminodcidos que se pueden introducir en las secuencias de aminodcidos de la presente invencidén. Aunque es posible
disefiar sustituciones de aminodcidos basadas tinicamente en las propiedades quimicas (como se analizé anteriormen-
te), la expresion “sustitucion conservadora de aminodcidos” se refiere, preferentemente, a una sustitucion representada
por un valor de BLOSUMG62 mayor que -1. Por ejemplo, una sustitucion de aminodacidos es conservadora si la sustitu-
cién se caracteriza por un valor de BLOSUMG62 de 0, 1, 2 o 3. Segtin este sistema, las sustituciones conservadoras de
aminodcidos preferidas se caracterizan por un valor de BLOSUMS62 de, al menos, 1 (p. ej. 1, 2 o 3), mientras que las
sustituciones conservadoras de aminodcidos més preferidas se caracterizan por un valor de BLOSUMS62 de, al menos,
2 (p.ej.263).

Las variantes del Ztgf3-9 humano o murino pueden tener una identidad de secuencias de, al menos, un 90%; al
menos, un 95% o 99%; o mas, respecto de las secuencias de aminoacidos humanas correspondientes (es decir, SEC.
ID.N.°2,3,4,56 17) o murinas (es decir, SEC. ID. N.°9 0 12) donde la variacion en la secuencia de aminoacidos se
debe a una o mas sustituciones conservadoras de aminodcidos.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2300 154 T3

Los cambios conservadores de aminoécidos en un gen del ZtgfS3-9 pueden introducirse sustituyendo los nucleétidos
enumerados en cualquiera de las SEC. ID. N.° 1 6 9 por nucleétidos. Tales variantes “conservadoras de aminodcidos”
pueden obtenerse, por ejemplo, por mutagénesis oligonucledtido dirigida, mutagénesis por cribaje de ligadores, muta-
génesis utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa y similares (véase, Ausubel (1995) en las piginas 8-10 a 8-22
y McPherson (ed.), Directed Mutagenesis: A Practical Approach (IRL Press 1991)). La capacidad de dichas variantes
de promover actividad antiviral o antiproliferativa puede determinarse utilizando un método estandar, por ejemplo, la
valoracién descrita en la presente. Como alternativa, una variante de un polipéptido Ztgf3-9 puede identificarse por la
capacidad de unirse especificamente a anticuerpos contra el Ztgff3-9.

Las proteinas también pueden abarcar residuos de aminodacidos no naturales. Los aminoacidos no naturales, inclu-
yen entre otros, frans-3-metilprolina; 2,4-metanoprolina, cis-4-hidroxiprolina, trans-4-hidroxiprolina, N-metilglicina,
a/o-treonina, metiltreonina, hidroxietilcisteina, hidroxietilhomocisteina, nitroglutamina, homoglutamina, 4cido pipe-
colico, tiazolidina, 4cido carboxilico, deshidroprolina, 3- y 4-metilprolina; 3,3-dimetilprolina, fert-leucina, norvalina,
2-azafenilalanina, 3-azafenilalanina, 4-azafenilalanina y 4-fluorofenilalanina. En la especialidad, se conocen varios
métodos para incorporar residuos de aminodcidos no naturales a las proteinas. Por ejemplo, puede utilizarse un siste-
ma in vitro donde se supriman las mutaciones terminadoras utilizando ARNt supresores quimicamente aminoacilados.
Los métodos para sintetizar aminodcidos y aminoacilar ARNt son conocidos en la especialidad. La transcripcién y la
traduccion de plasmidos que contienen mutaciones terminadoras habitualmente se realizan en un sistema sin células
que comprende un extracto de E. coli S30 y enzimas y otros reactivos disponibles comercialmente. Las proteinas se
purifican por cromatografia. Véase, por ejemplo, Robertson et al., J. Am. Chem. Soc. 113:2722 (1991), Ellman et al.,
Methods Enzymol. 202:301 (1991), Chung et al., Science 259:806 (1993) y Chung et al., Proc. Nat’l Acad. Sci. USA
90:10145 (1993).

En un segundo método, la traduccién se realiza en ovocitos de Xenopus por microinyecciéon de ARNm mutado
y ARNt supresores quimicamente aminoacilados (Turcatti et al., J. Biol. Chem. 271:19991 (1996)). Dentro de un
tercer método, se cultivan células de E. coli en ausencia de un aminodcido natural, que debe ser reemplazado (p. €j.
fenilalanina), y en presencia del (de los) aminoacido(s) no natural(es) deseado(s) (p. ej. 2-azafenilalanina, 3-azafeni-
lalanina, 4-azafenilalanina o 4-fluorofenilalanina). El aminodcido no natural se incorpora a la proteina en lugar de su
contraparte natural. Véase, Koide et al., Biochem. 33:7470 (1994). Los residuos de aminoacidos naturales pueden con-
vertirse en especies no naturales mediante modificacién quimica in vitro. La modificacién quimica puede combinarse
con mutagénesis sitio dirigida para ampliar atin mas la gama de sustituciones (Wynn y Richards, Protein Sci. 2:395
(1993)).

Los residuos de aminodcidos del Ztgf3-9 pueden sustituirse por una cantidad limitada de amino4cidos no conser-
vadores, aminodcidos no codificados por el cédigo genético, aminodcidos no naturales y aminoacidos contranaturales.

Los aminodcidos esenciales de los polipéptidos de la presente invencién pueden identificarse de acuerdo con pro-
cedimientos conocidos en la especialidad, por ejemplo, mutagénesis sitio dirigida o mutagénesis por cribaje de alanina
(Cunningham y Wells, Science 244:1081 (1989), Bass et al., Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 88:4498 (1991), Coombs y
Corey, “Site-Directed Mutagenesis and Protein Engineering”, en Proteins: Analysis and Design, Angeletti (ed.), pa-
ginas 259-311 (Academic Press, Inc. 1998)). En esta dltima técnica, se introducen mutaciones unicas de alanina en
cada residuo de la molécula y se prueban las moléculas mutantes resultantes a fin de determinar su actividad bioldgica
como se divulga a continuacién, para identificar residuos de aminodcidos que resultan fundamentales para la actividad
de 1la molécula. Véase también, Hilton et al., J. Biol. Chem. 271:4699 (1996).

TABLA 2

Sustituciones conservadoras de aminodcidos

Basica: arginina

lisina

histidina
Acidica: dcido glutdmico

acido aspartico

Polar: glutamina
asparragina
Hidréfoba: leucina
isoleucina
valina
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TABLA 2 (continuacion)

Aromatica: fenilalanina
triptéfano
tirosina

Pequeiia: glicina
alanina
serina
treonina
metionina

Los aminodcidos esenciales de los polipéptidos de la presente invencién pueden identificarse de acuerdo con pro-
cedimientos conocidos en la especialidad, por ejemplo, mutagénesis sitio dirigida o mutagénesis por cribaje de alanina
[Cunningham y Wells, Science 244: 1081-1085 (1989); Bass et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:4498-4502 (1991)].
En esta tltima técnica, se introducen mutaciones unicas de alanina en cada residuo de la molécula y se prueban las
moléculas mutantes resultantes a fin de determinar su actividad bioldgica (p. €j. unién a ligandos y transduccion de
seflales) para identificar residuos de aminodcidos que resultan fundamentales para la actividad de la molécula. Tam-
bién pueden determinarse sitios de interaccién de ligandos y proteinas mediante el andlisis de la estructura de cristales
determinado por técnicas tales como resonancia magnética nuclear, cristalografia o marcacion por fotoafinidad. Véase,
por ejemplo, de Vos et al., Science 255:306-312 (1992); Smith et al., J. Mol. Biol. 224:899-904, 1992; Wlodaver et al.,
FEBS Lett. 309:59-64 (1992). Las identidades de aminoacidos esenciales también pueden inferirse a partir de andlisis
de homologias con proteinas relacionadas.

Se pueden realizar multiples sustituciones de aminoacidos y probarlas utilizando métodos conocidos de mutagéne-
sis y cribaje, como los divulgados por Reidhaar-Olson y Sauer, Science 241:53-57 (1988) o Bowie y Sauer, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86:2152-2156 (1989). En resumen, estos autores divulgan métodos para aleatorizar simultdineamente
dos 0 més posiciones en un polipéptido, seleccionar el polipéptido funcional, y luego secuenciar los polipéptidos mu-
tagenizados para determinar el espectro de sustituciones admisibles en cada posicién. Otros métodos que se pueden
utilizar incluyen la exhibicion de fagos, p. ej. Lowman et al., Biochem. 30:10832-10837 (1991); Ladner et al., Patente
de EE. UU. N.° 5.223.409; Huse, Publicacién de la WIPO WO 92/06204) y la mutagénesis regién dirigida, Derbyshire
et al., Gene 46:145 (1986); Ner et al., DNA 7:127 (1988).

Los métodos de mutagénesis tal como se han divulgado anteriormente pueden combinarse con métodos de cribaje
de alta productividad para detectar la actividad de proteinas mutagenizadas clonadas en células huésped. Las valora-
ciones preferidas en este sentido incluyen las valoraciones de la proliferacién de células y las valoraciones de unién a
ligandos basadas en biosensores, que se describen a continuacién. Las moléculas de ADN mutagenizado que codifican
proteinas activas o porciones de estas (p. ej. fragmentos de unién a ligandos) se pueden recuperar de las células hués-
ped y secuenciar rdpidamente con equipos modernos. Estos métodos permiten determinar rdpidamente la importancia
de residuos de aminoécidos individuales en un polipéptido de interés, y pueden aplicarse a polipéptidos de estructura
desconocida.

Mediante el uso de los métodos analizados anteriormente, una persona con conocimientos generales de la materia
puede preparar una serie de polipéptidos que sean sustancialmente idénticos a las SEC. ID. N.° 2, 3,4,5,9, 12,17 6
18 o variantes alélicas de estos y conserven las propiedades de la proteina genéticamente intacta. Como se expresa y
reivindica en la presente, la expresion “un polipéptido segiin se define en las SEC. ID. N.°2,3,4,5,9, 12, 17 6 18”
incluye todas las variantes alélicas y los ortélogos en especies del polipéptido.

Otra realizacidén de la presente invencion contempla un péptido o polipéptido que comprenden una porcién portado-
ra de epitopos de un polipéptido de la invencidn. El epitopo de esta porcién de polipéptido es un epitopo inmundgeno
o antigénico de un polipéptido de la invencién. Una regién de una proteina a la que se puede unir un anticuerpo se
define como “epitopo antigénico”. Véase, por ejemplo, Geysen, H.M. et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 81:3998-4002
(1984).

Con respecto a la seleccion de péptidos o polipéptidos que portan un epitopo antigénico (es decir, que contienen
una regién de una molécula de proteina a la cual se puede unir un anticuerpo), se sabe bien en la especialidad que
los péptidos sintéticos relativamente cortos que imitan parte de una secuencia de proteinas son, de rutina, capaces de
producir un antisuero que reacciona con la proteina parcialmente imitada. Véase Sutcliffe, J.G. et al. Science 219:660-
666 (1983). Los péptidos capaces de producir suero reactivo con proteinas se encuentran representados, con frecuencia,
en la secuencia primaria de una proteina, pueden caracterizarse a través de una serie de principios quimicos simples, y
no se encuentran confinados a regiones inmunodominantes de proteinas intactas (es decir, epitopos inmunégenos) ni a
los amino o carboxilo terminales. En general, los péptidos que son en extremo hidréfobos y aquellos de seis residuos
0 menos son ineficaces en la induccién de anticuerpos que se unen a la proteina imitada; habitualmente, los péptidos
solubles mas largos, en especial los que contienen residuos de prolina, son eficaces.
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Por lo tanto, los péptidos y polipéptidos antigénicos portadores de epitopos de la invencién son ttiles para culti-
var anticuerpos, incluidos los anticuerpos monoclonales, que se unan especificamente a un polipéptido de la inven-
cion. Los péptidos y polipéptidos antigénicos portadores de epitopos de la presente invencién contienen una secuen-
cia de, al menos, nueve, preferentemente entre 15 y alrededor de 30 aminodcidos contenidos dentro de la secuen-
cia de aminoécidos de un polipéptido de la invencién. Sin embargo, los péptidos o polipéptidos que comprenden
una porcién mayor de una secuencia de aminodcidos de la invencién, que contenga entre 30 y 50 aminoécidos, o
que tenga cualquier longitud hasta, inclusive, la totalidad de la secuencia de aminodcidos de un polipéptido de la
invencién también son ttiles para inducir anticuerpos que reaccionen con la proteina. Preferentemente, la secuen-
cia de aminodcidos del péptido portador de epitopos se selecciona para proporcionar una solubilidad sustancial en
solventes acuosos (es decir, la secuencia incluye residuos relativamente hidréfilos, y, preferentemente, se evitan los
residuos hidréfobos); y se prefieren, en particular, las secuencias que contienen residuos de prolina. Todos los po-
lipéptidos que se muestran en la lista de secuencias contienen epitopos antigénicos para utilizar segin la presente
invencion.

Los polinucleétidos, generalmente una secuencia de ADNc, de la presente invencion codifican los polipéptidos
descritos anteriormente. Una secuencia de ADNc que codifica un polipéptido de la presente invencidon estd formada
por una serie de codones; cada residuo de aminodcido del polipéptido es codificado por un codén y cada codén
estd compuesto por tres nucledtidos. Los residuos de aminodcidos son codificados por sus respectivos codones de la
siguiente manera.

La alanina (Ala) esta codificada por GCA, GCC, GCG o GCT,;

La cisteina (Cys) esta codificada por TGC o TGT;

El 4cido aspartico (Asp) estd codificado por GAC o GAT;

El 4cido glutamico (Glu) esta codificado por GAA o GAG;

La fenilalanina (Phe) estd codificada por TTC o TTT;

La glicina (Gly) esta codificada por GGA, GGC, GGG o GGT;

La histidina (His) estd codificada por CAC o CAT;

La isoleucina (Ile) esta codificada por ATA, ATC o ATT,;

La lisina (Lys) estd codificada por AAA o AAG;

La leucina (Leu) estd codificada por TTA, TTG, CTA, CTC, CTG o CTT;
La metionina (Met) estd codificada por ATG;

La asparragina (Asn) estd codificada por AAC o AAT;

La prolina (Pro) esta codificada por CCA, CCC, CCG o CCT;

La glutamina (Gln) estd codificada por CAA o CAG;

La arginina (Arg) esté codificada por AGA, AGG, CGA, CGC, CGG o CGT;
La serina (Ser) esté codificada por AGC, AGT, TCA, TCC, TCG o TCT;
La treonina (Thr) esté codificada por ACA, ACC, ACG o ACT;

La valina (Val) estd codificada por GTA, GTC, GTG o GTT;

El triptéfano (Trp) estd codificado por TGG; y

La tirosina (Tyr) estéd codificada por TAC o TAT.

Debe reconocerse que, de acuerdo con la presente invencién, cuando se reivindica un ADNc como se describi6
anteriormente, se entiende que se reivindica tanto la cadena codificante, como la cadena no codificante, y el ADN como
bicatenario con las cadenas codificante y no codificante apareadas a través de sus respectivos puentes de hidrégeno.
También se reivindica el ARN mensajero (ARNm) que codifica los polipéptidos de la presente invenciéon, ARNm que
es codificado por el ADNc descrito anteriormente. Un ARN mensajero (ARNm) codificard un polipéptido usando los

mismos codones que los definidos anteriormente, con la excepcion de que cada nucleétido timina (T) es reemplazado
por un nucleétido uracilo (U).
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Los polipéptidos de una proteina de la presente invencidn, incluidos las proteinas de longitud completa, los frag-
mentos de proteinas (p. €j. fragmentos de unidn a receptores) y los polipéptidos de fusién, pueden producirse en células
huésped genomanipuladas de acuerdo con las técnicas convencionales. Las células huésped adecuadas son aquellos
tipos celulares que pueden transformarse o transfectarse con ADN exdgeno y hacerse crecer en medio de cultivo, e
incluyen células bacterianas, células fungicas y células eucariotas superiores cultivadas. Se prefieren las células eu-
cariotas, en particular, las células de organismos multicelulares cultivadas. Las técnicas para manipular moléculas de
ADN clonadas e introducir ADN exdégeno en diversas células huésped han sido divulgadas por Sambrook et al., Mole-
cular Cloning: A Laboratory Manual, (2.* ed.)(Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989).

En general, una secuencia de ADN que codifica un polipéptido Ztgff3-9 se liga operablemente a otros elementos
genéticos necesarios para su expresion, entre los que generalmente se incluyen un promotor y un terminador de la
transcripcién, dentro de un vector de expresion. Por lo general, el vector también contendrd uno o mas marcadores
seleccionables y uno o mds origenes de replicacion, aunque los especialistas en la materia reconocerdn que dentro de
determinados sistemas pueden proporcionarse marcadores seleccionables en vectores separados, y la replicacién del
ADN exdgeno puede proporcionarse mediante la integracién dentro del genoma de la célula huésped. La seleccion de
promotores, terminadores, marcadores seleccionables, vectores y otros elementos es una cuestion de disefio de rutina
dentro de los conocimientos generales de la materia. Muchos de estos elementos se describen en la bibliografia y estdn
disponibles a través de proveedores comerciales.

Para dirigir un polipéptido Ztgf3-9 hacia la via de secrecién de una célula huésped, se proporciona una secuencia
sefial de secrecién (también conocida como secuencia lider, secuencia prepro o presecuencia) en el vector de expresion.
La secuencia sefial de secrecion puede ser la de la proteina, o puede ser derivada de otra secuencia lider de proteina
segregada [p. ej. el activador tisular del plasmindgeno (t-PA)] o sintetizada de novo. La secuencia sefial de secrecion
estd unida a la secuencia de ADN del Ztgf3-9 en el marco de lectura correcto. Las secuencias sefial de secrecién
comuinmente estdn en posicién 5’ con respecto a la secuencia de ADN que codifica el polipéptido de interés, aunque
determinadas secuencias sefial pueden estar posicionadas en otro lugar de la secuencia de ADN de interés (véase, p.
ej. Welch et al., Patente de EE. UU. N.° 5.037.743; Holland ef al., Patente de EE. UU. N.° 5.143.830).

Las células cultivadas de mamiferos son huéspedes preferidos dentro de la presente invencién. Los métodos para
introducir ADN exégeno en células huésped de mamiferos incluyen la transfeccién mediada por fosfato de calcio,
Wigler et al., Cell 14:725 (1978); Corsaro y Pearson, Somatic Cell Genetics 7:603 (1981): Graham y Van der Eb,
Virology 52:456 (1973), la electroporacién, Neumann et al., EMBO J. 1:841-845 (1982), la transfeccién mediada
por DEAE-dextrano, Ausubel et al., ed., Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley and Sons, Inc., NY,
1987) y la transfeccién mediada por liposomas (Hawley-Nelson et al., Focus 15:73 (1993); Ciccarone et al., Focus
15:80 (1993). La produccién de polipéptidos recombinantes en células cultivadas de mamiferos ha sido divulgada,
por ejemplo, por Levinson et al., Patente de EE. UU. N.° 4.713.339; Hagen et al., Patente de EE. UU. N.° 4.784.950;
Palmiter et al., Patente de EE. UU. N.°4.579.821; y Ringold, Patente de EE. UU. N.° 4.656.134. Las células cultivadas
de mamiferos adecuadas incluyen las lineas celulares COS-1 (ATCC N.° CRL 1650), COS-7 (ATCC N.° CRL 1651),
BHK (ATCC N.° CRL 1632), BHK 570 (ATCC N.° CRL 10314), 293 [ATCC N.° CRL 1573; Graham et al., J. Gen.
Virol. 36:59-72 (1977)] y las lineas celulares de ovario de hamster chino (p. e¢j. CHO-K1; ATCC N.° CCL 61). Existen
otras lineas celulares adecuadas conocidas en la especialidad y que pueden obtenerse a través de depdsitos ptiblicos
como la Coleccién Estadounidense de Cultivos de Tipos, Rockville, Maryland. En general, se prefieren los promotores
de la transcripcion fuertes, como los promotores obtenidos del SV-40 o del citomegalovirus. Véase, p. ej. la Patente
de EE. UU. N.° 4.956.288. Otros promotores adecuados incluyen los genes de la metalotioneina (Patentes de EE. UU.
N.°4.579.821 y 4.601.978) y el principal promotor tardio del adenovirus.

También pueden utilizarse como huéspedes otras células eucariotas superiores, incluidas células de origen vegetal,
células de insectos y células aviares. El uso de la Agrobacterium rhizogenes como vector para expresar los genes en las
células de origen vegetal ha sido analizado por Sinkar et al., J. Biosci. (Bangalore) 11:47 (1987). La transformacién
de células de insectos y la produccién de polipéptidos extranos en dichas células han sido divulgadas por Guarino et
al., Patente de EE. UU. N.° 5.162.222 y Publicacién de la WIPO WO 94/06463. Pueden infectarse células de insectos
con baculovirus recombinante, cominmente derivado del virus de la poliedrosis nuclear de la Autographa californica
(Autographa californica nuclear polyhedrosis virus, AcNPV). El ADN que codifica el polipéptido Ztgf3-9 se inserta en
el genoma baculoviral en lugar de la secuencia codificante del gen de la poliedrina del AcNPV a través de uno de dos
métodos. El primero es el método tradicional de recombinacién del ADN homélogo entre el AcNPV genéticamente
intacto y un vector de transferencia que contenga el ADNc del Ztgf3-9 flanqueado por las secuencias del AcNPV. Las
células de insectos adecuadas, p. ej. células SF9, son infectadas con el AcCNPV genéticamente intacto y transfectadas
con un vector de transferencia que comprende un polinucleétido del ZtgfB3-9 ligado operablemente a un promotor,
terminador y secuencias flanqueantes del gen de la poliedrina del AcNPV. Véase King, L.A. y Possee, R.D., The
Baculovirus Expression System: A Laboratory Guide, (Chapman & Hall, Londres); O’Reilly, D.R. et al., Baculovirus
Expression Vectors: A Laboratory Manual (Oxford University Press, Nueva York, Nueva York, 1994); y Richardson,
C. D., ed., Baculovirus Expression Protocols. Methods in Molecular Biology, (Humana Press, Totowa, NJ 1995).
La recombinacién natural dentro de una célula de insecto tendrd como consecuencia un baculovirus recombinante
que contiene el Ztgf-9 dirigido por el promotor de la poliedrina. Se elaboran lotes de virus recombinante mediante
métodos utilizados cominmente en la especialidad.

El segundo método para hacer baculovirus recombinante utiliza un sistema basado en transposones descrito por
Luckow, V.A, et al., J Virol 67:4566 (1993). Este sistema se vende en el equipo Bac-to-Bac (Life Technologies,
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Rockville, MD). Este sistema utiliza un vector de transferencia, pFastBac1™ (Life Technologies), que contiene un po-
lipéptido ZtgfB-9 a un genoma de baculovirus mantenido en E. coli como un gran pldsmido denominado “bacmido”.
El vector de transferencia pFastBac1™ utiliza el promotor de la poliedrina AcNPV para dirigir la expresion del gen
de interés, en este transposén Tn7 para trasladar el ADN que codifica el caso, el Ztgf-9. Sin embargo, pFastBac1™
puede modificarse en un grado considerable. El promotor de la poliedrina puede eliminarse y sustituirse con el pro-
motor de la proteina bésica del baculovirus (conocido también como promotor Pcor, p6.9 o MP), que se expresa mds
temprano en la infeccién por baculovirus y se ha demostrado que es ventajoso para expresar proteinas segregadas.
Véase Hill-Perkins, M.S. y Possee, R.D., J Gen Virol 71:971 (1990); Bonning, B.C. et al., J Gen Virol 75:1551 (1994);
y Chazenbalk, G.D., y Rapoport, B., J Biol Chem 270:1543 (1995). En tales constructos de vectores de transferencia,
puede utilizarse una version corta o larga del promotor de la proteina basica. Ademds, pueden construirse vectores
de transferencia que reemplacen las secuencias sefial de secrecion originarias del Ztgf3-9 con secuencias sefial de
secrecion derivadas de proteinas de insectos. Por ejemplo, puede utilizarse una secuencia sefial de secrecién de la
Glucosiltransferasa Ecdisteroide (Ecdysteroid Glucosyltransferase, EGT), la melitina de abeja melifera (Invitrogen,
Carlsbad, CA) o el baculovirus gp67 (PharMingen, San Diego, CA) en constructos para reemplazar la secuencia sefial
de secrecion original del Ztgf3-9. Ademads, los vectores de transferencia pueden incluir una fusién dentro del marco
con ADN que codifica una etiqueta de un epitopo en el C- o N-terminal del polipéptido Ztgf/3-9 expresado, por ejem-
plo, una etiqueta de un epitopo Glu-Glu, Grussenmeyer, T. et al., Proc Natl Acad Sci. 82:7952 (1985). Utilizando una
técnica conocida en la especialidad, un vector de transferencia que contiene Ztgf$3-9 se transforma en E. coli, y se
criba para detectar bicmidos que contienen un gen lacZ interrumpido que indica baculovirus recombinante. E1 ADN
del bacmido que contiene el genoma del baculovirus recombinante se aisla utilizando las técnicas habituales, y se
utiliza para transfectar las células de Spodoptera frugiperda, p. €j. las células Sf9. Luego, se produce el virus recom-
binante que expresa el ZtgfB3-9. Se elaboran lotes de virus recombinante mediante métodos utilizados comtinmente en
la especialidad.

El virus recombinante se utiliza para infectar las células huésped, habitualmente una linea celular derivada del
gusano cogollero de otofio, Spodoptera frugiperda. Véase, en general, Glick y Pasternak, Molecular Biotechnology:
Principles and Applications of Recombinant DNA, ASM Press, Washington, D.C. (1994). Otra linea celular adecuada
es la linea celular High FiveO™ (Invitrogen) derivada de Trichoplusia ni (Patente de Estados Unidos N.° 5.300.435).
Se utiliza un medio sin suero disponible comercialmente para cultivar y mantener las células. Los medios adecuados
son Sf900 II™ (Life Technologies) o ESF 921™ (Expression Systems) para las células Sf9; y ExcellO405™ (JRH
Biosciences, Lenexa, KS) o Express FiveO™ (Life Technologies) para las células T. ni. Las células se cultivan desde
una densidad de inoculacién de aproximadamente 2-5x10° células hasta una densidad de 1-2x10° células, en cuyo
momento se agrega un lote de virus recombinante a una multiplicidad de infeccién (multiplicity of infection, MOI)
de 0,1 a 10, mds habitualmente cerca de 3. Las células infectadas con virus recombinante habitualmente producen
el polipéptido ZtgfB-9 recombinante a las 12-72 horas después de la infeccién y lo segregan en el medio con una
eficiencia variable. El cultivo habitualmente se cosecha 48 horas después de la infeccién. Se usa la centrifugacion
para separar las células del medio (sobrenadante). El sobrenadante que contiene el polipéptido z*** se filtra a través
de filtros microporo de, habitualmente, 0,45 um de tamafio de poro. Los procedimientos utilizados se describen de
manera general en los manuales de laboratorio existentes (King, L. A. and Possee, R.D., ibid.; O’Reilly, D.R. et al.,
ibid.; Richardson, C. D., ibid.). La posterior purificacion del polipéptido Ztgf3-9 a partir del sobrenadante puede
obtenerse usando los métodos descritos en la presente.

Generalmente, se utiliza la seleccidn por farmaco a fin de seleccionar células cultivadas de mamiferos en las que se
ha introducido ADN extrafio. Dichas células suelen denominarse “transfectantes”. Las células que han sido cultivadas
en presencia del agente selectivo y pueden pasar el gen de interés a su progenie se denominan “transfectantes estables”.
Un marcador seleccionable preferido es un gen que codifica la resistencia al antibidtico neomicina. La seleccién
se realiza en presencia de un farmaco del tipo de la neomicina, por ejemplo, el G-418 o un farmaco similar. Los
sistemas de selecciéon también pueden usarse para aumentar el nivel de expresion del gen de interés, proceso conocido
como “amplificaciéon”. La amplificacion se realiza cultivando transfectantes en presencia de un nivel bajo del agente
selectivo y luego aumentando la cantidad de agente selectivo para seleccionar las células que producen altos niveles
de los productos de los genes introducidos. Un marcador seleccionable amplificable preferido es la dihidrofolato
reductasa, que confiere resistencia al metotrexato. También pueden utilizarse otros genes de resistencia a farmacos (p.
ej. resistencia a la higromicina, resistencia a multiples farmacos y puromicina acetiltransferasa).

También pueden utilizarse como huéspedes otras células eucariotas superiores, incluidas células de insectos, cé-
lulas de origen vegetal y células aviares. La transformacion de células de insectos y la produccién de polipéptidos
extrafios en dichas células han sido divulgadas por Guarino et al., Patente de EE. UU. N.° 5.162.222; Bang et al.,
Patente de EE. UU. N.° 4.775.624; y Publicacién de la WIPO WO 94/06463. El uso de la Agrobacterium rhizogenes
como vector para expresar los genes en las células de origen vegetal ha sido analizado por Sinkar et al., J. Biosci.
(Bangalore) 11:47-58 (1987).

Las células fuingicas, incluidas las células de levaduras, y en particular las células del género Saccharomyces, tam-
bién pueden utilizarse dentro de la presente invencidn, por ejemplo, para producir fragmentos de proteinas o fusiones
de polipéptidos. Los métodos para transformar células de levaduras con ADN exdgeno y producir polipéptidos re-
combinantes a partir de ellas han sido divulgados, por ejemplo, por Kawasaki, Patente de EE. UU. N.° 4.599.311;
Kawasaki et al., Patente de EE. UU. N.° 4.931.373; Brake, Patente de EE. UU. N.° 4.870.008; Welch et al., Patente de
EE. UU. N.° 5.037.743; y Murray et al., Patente de EE. UU. N.° 4.845.075. Las células transformadas se seleccionan
por fenotipo determinado por el marcador seleccionable, comtiinmente la resistencia a los farmacos o la capacidad de
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crecer en ausencia de un nutriente en particular (p. ej. leucina). Un sistema de vectores preferido para usar en levaduras
es el sistema de vectores POT! divulgado por Kawasaki et al., Patente de EE. UU. N.° 4.931.373, que permite selec-
cionar las células transformadas por crecimiento en un medio que contiene glucosa. Los promotores y terminadores
adecuados para usar en levaduras incluyen los de los genes de enzimas glucoliticas (véase, p. ej. Kawasaki, Patente
de EE. UU. N.° 4.599.311; Kingsman et al., Patente de EE. UU. N.° 4.615.974; y Bitter, Patente de EE. UU. N.°
4.977.092) y genes de la alcohol deshidrogenasa. Véase también las Patentes de EE. UU. N.° 4.990.446; 5.063.154;
5.139.936 y 4.661.454. En la especialidad, se conocen los sistemas de transformacion para otras levaduras, incluidas
Hansenula polymorpha, Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Ustilago may-
dis, Pichia pastoris, Pichia methanolica, Pichia guillermondii y Candida maltosa. Véase, por ejemplo, Gleeson et al.,
J. Gen. Microbiol. 132:3459-3465 (1986) y Cregg, Patente de EE. UU. N.° 4.882.279. Pueden utilizarse células de
Aspergillus segiin los métodos de McKnight et al., Patente de EE. UU. N.° 4.935.349. Los métodos para transformar
Acremonium chrysogenum han sido divulgados por Sumino et al., Patente de EE. UU. N.° 5.162.228. Los métodos
para transformar Neurospora han sido divulgados por Lambowitz, Patente de EE. UU. N.° 4.486.533.

Las células huésped procariotas, incluidas las cepas de las bacterias Escherichia coli, Bacillus y otros géneros,
también son células huésped ttiles dentro de la presente invencién. Las técnicas para transformar estos huéspedes y
expresar las secuencias de ADN extrafio clonadas en dichos huéspedes son bien conocidas en la especialidad (véase, p.
ej. Sambrook et al., ibid.). Cuando se expresa un polipéptido Ztgf3-9 en bacterias, por ejemplo, E. coli, el polipéptido
puede ser retenido en el citoplasma, habitualmente en forma de grdnulos insolubles, o puede ser dirigido al espacio
peripldsmico por una secuencia de secrecién bacteriana. En el primer caso, las células se lisan, se recuperan los
grdnulos y se los desnaturaliza con, por ejemplo, isotiocianato de guanidina o urea. El polipéptido desnaturalizado
luego puede replegarse y dimerizarse diluyendo el desnaturalizante, por ejemplo, por didlisis contra una solucién de
urea y una combinacién de glutatién reducido y oxidado, seguida de didlisis contra una solucién salina amortiguada. En
el ultimo caso, el polipéptido puede recuperarse del espacio peripldsmico en una forma soluble y funcional alterando
las células (por ejemplo, por sonicacién o choque osmoético) para liberar el contenido del espacio peripldsmico y
recuperar la proteina, obviando asi la necesidad de desnaturalizar y replegar.

Las células huésped transformadas o transfectadas se cultivan de acuerdo con los procedimientos convencionales
en un medio de cultivo que contiene nutrientes y otros componentes necesarios para el crecimiento de las células
huésped elegidas. Se conocen en la especialidad diversos medios adecuados, incluidos los medios definidos y me-
dios complejos, que generalmente incluyen una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, aminoacidos esenciales,
vitaminas y minerales. Los medios también pueden contener componentes tales como factores de crecimiento o sue-
ro, seglin sea necesario. El medio de crecimiento generalmente selecciona células que contienen el ADN agregado
en forma exdgena por, a modo de ejemplo, seleccion por farmaco o por deficiencia en un nutriente esencial, que es
complementado por el marcador seleccionable transportado en el vector de expresidn o cotransfectado en la célula
huésped.

Dentro de un aspecto de la presente invencidn, una célula cultivada produce una proteina nueva, y la célula o la
proteina se usa para cribar un receptor o receptores para la proteina, incluido el receptor natural, como también las
proteinas interactuantes tales como unidades de dimerizacién, agonistas y antagonistas del ligando natural.

Aislamiento de proteinas

Los polipéptidos recombinantes expresados (o polipéptidos quiméricos) pueden purificarse mediante fracciona-
miento y/o métodos y medios convencionales de purificacién. Pueden utilizarse la precipitacién con sulfato de amonio
y la extraccién con 4cido o iones caotrépicos para fraccionar las muestras. Los ejemplos de pasos de purificacién
pueden incluir hidroxiapatita, exclusién por tamaifio, cromatografia liquida de rdpido rendimiento (fast performance
liquid chromatography, FPLC) y cromatografia liquida de alto rendimiento con inversién de fases. Los medios de
intercambio aniénico adecuados incluyen dextranos derivatizados, agarosa, celulosa, poliacrilamida, silices especia-
les y similares. Se prefieren los derivados polietilenimina (polyethyleneimine, PEI), dietilaminoetanol (diethylami-
noethanol, DEAE), aminoetanol cuaternario (quaternary aminoethanol, QAE) y cuaternarios (quaternary, Q), siendo
preferido, en particular, la sefarosa de flujo rapido con DEAE (Pharmacia, Piscataway, NJ). Los ejemplos de medios
cromatograficos incluyen los medios derivatizados con grupos fenilo, butilo u octilo, por ejemplo, Phenyl-Sepharose
FF (Pharmacia), Toyopearl butyl 650 (Toso Haas, Montgomeryville, PA), Octyl-Sepharose (Pharmacia) y similares;
o resinas poliacrilicas, por ejemplo, Amberchrom CG 71 (Toso Haas) y similares. Los soportes sélidos adecuados in-
cluyen perlas de vidrio, resinas a base de silice, resinas celuldsicas, perlas de agarosa, perlas de agarosa entrecruzada,
perlas de poliestireno, resinas de poliacrilamida entrecruzada y similares, que son insolubles en las condiciones en las
que se los utilizard. Estos soportes pueden modificarse con grupos reactivos que permiten la unién de proteinas por
grupos amino, grupos carboxilo, grupos sulthidrilo, grupos hidroxilo y/o fracciones de carbohidratos. Los ejemplos de
las quimicas de acoplamiento incluyen activacién con bromuro de ciandgeno, activaciéon con N-hidroxisuccinimida,
activacion con epoxido, activacién con sulfhidrilo, activacién con hidrazida y derivados carboxilo y amino para las qui-
micas de acoplamiento con carbodiimidas. Estos y otros medios sélidos son bien conocidos, su uso estd ampliamente
difundido en la especialidad y se pueden adquirir a través de proveedores comerciales. Los métodos para la unién de
polipéptidos del receptor al medio de soporte son bien conocidos en la especialidad. La seleccion de un método en
particular es una cuestion de disefio de rutina y estd determinada, en parte, por las propiedades del soporte elegido. Véa-
se, por ejemplo, Affinity Chromatography: Principles & Methods (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suecia,
1988).
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Los polipéptidos de la presente invencidn pueden aislarse por explotacion de sus propiedades. Por ejemplo, la cro-
matografia por adsorcién a iones metélicos inmovilizados (immobilized metal ion adsorption, IMAC) puede utilizarse
para purificar las proteinas ricas en histidina. En resumen, primero se carga un gel con iones metdlicos divalentes
para formar un quelado [E. Sulkowski, Trends in Biochem. 3:1-7 (1985)]. Las proteinas ricas en histidina son adsorbi-
das en esta matriz con diferentes afinidades, segtn el i6n metélico utilizado, y serdn eluidas por elucién competitiva,
reduciendo el pH o utilizando agentes quelantes fuertes. Otros métodos de purificacién incluyen la purificacién de
proteinas glucosiladas por cromatografia de afinidad a la lectina y cromatografia de intercambio i6énico [Methods in
Enzymol., Vol. 182:529-39, “Guide to Protein Purification”, M. Deutscher, (ed.), (Acad. Press, San Diego, 1990). Co-
mo alternativa, puede construirse una fusién del polipéptido de interés y una etiqueta de afinidad (p. €j. polihistidina,
proteina de unién a maltosa, un dominio de la inmunoglobulina) para facilitar la purificacién. Ademads, para facilitar
la purificacién del polipéptido segregado, una extensién amino o carboxilo terminal, por ejemplo, una etiqueta de
polihistidina, sustancia P, péptido FLAG® [Hopp et al., Bio/Technology 6:1204-1210 (1988), que pueden obtenerse
en Eastman Kodak Co., New Haven, CT), una etiqueta de afinidad Glu-Glu [Grussenmeyer et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 82:7952-4 (1985)], u otro polipéptido o proteina para la cual exista un anticuerpo u otro agente de unién
especifico, puede fusionarse con el Ztgff3 para ayudar en la purificacién.

También pueden generarse ratones genomanipulados para que expresen el gen del Ztgf-9, denominados “ratones
transgénicos”, y ratones que exhiben una ausencia completa de la funcién del gen del Ztgf3-9, denominados “ratones
knockout” (Snouwaert et al., Science, 257:1083 (1992); Lowell, et al., Nature, 366:740-742 (1993); Capecchi, M.R.,
Science, 244:1288-1292, (1989); Palmiter, R.D. et al., Annu. Rev. Genet., 20:465-499, (1986)). Por ejemplo, los ratones
transgénicos que sobreexpresan el Ztgf5-9 ya sea de manera ubicua o bajo un promotor especifico para un tejido o
restringido a un tejido, pueden utilizarse para determinar si la sobreexpresion causa un fenotipo. Por ejemplo, la
sobreexpresion de un polipéptido Ztgf3-9 genéticamente intacto, un fragmento del polipéptido o un mutante de dicho
polipéptido puede alterar los procesos celulares normales que provoca un fenotipo que identifica un tejido en el que
la expresion del Ztgf3-9 es funcionalmente relevante y puede indicar un objetivo terapéutico para la proteina, el gen o
los agonistas o antagonistas del Ztgf3-9. Ademads, dicha sobreexpresion puede tener como consecuencia un fenotipo
que muestra similitud con las enfermedades humanas. De manera similar, los ratones knockout del Ztgf3-9 pueden
utilizarse para determinar dénde es absolutamente necesario el Ztgf3-9 in vivo. El fenotipo de los ratones knockout
predice los efectos in vivo de un antagonista del Ztgf5-9. El ADNc del Ztgf3-9 humano puede usarse para aislar
ARNm, ADNc y ADN genémico del Ztgf$-9 murino, que se utilizan posteriormente para generar ratones knockout o
transgénicos. Estos ratones pueden emplearse para estudiar el gen del Ztgf3-9 y la proteina codificada por este en un
sistema in vivo, y pueden utilizarse como modelos in vivo para las enfermedades humanas correspondientes. Ademds,
la expresion de polinucledtidos no codificantes del Ztgf5-9 o ribozimas dirigidas contra el Ztgf3-9 o anticuerpos contra
el ZtgfB-9 de una sola cadena en ratones transgénicos pueden utilizarse para dilucidar mas la biologia del Ztgf3-9.

Usos

Los andlisis Northern blot de la expresion del Ztgf3-9 revelan que el Ztgf3-9 se expresa altamente en el cerebro y
la médula espinal. Por lo tanto, el Ztgf3-9 puede cumplir una funcién en el mantenimiento de la médula espinal que
involucre células gliales o neuronas. Esto indica que el Ztgf3-9 puede usarse para tratar una serie de enfermedades
neurodegenerativas tales como la esclerosis lateral amiotrdfica (amyotrophic lateral sclerosis, ALS), la enfermedad
de Alzheimer, la enfermedad de Huntington, la enfermedad de Parkinson y neuropatias periféricas, o enfermedades
desmielinizantes incluida la esclerosis multiple. La especificidad tisular de la expresion del Ztgf3-9 sugiere que el
Ztgf3-9 puede ser un factor de crecimiento y/o mantenimiento en la médula espinal y el cerebro que puede usarse para
tratar lesiones de la médula espinal, el cerebro o el sistema nervioso periférico. El Ztgf$-9 también puede administrarse
para tratar una infeccién viral.

La presente invencién también proporciona reactivos con significativo valor terapéutico. El polipéptido Ztgfs3-9
(natural o recombinante), sus fragmentos, anticuerpos y anticuerpos antiidiotipos, junto con compuestos que se identi-
fic6 que tienen afinidad de unién al polipéptido Ztgf-9, deberfan ser ttiles en el tratamiento de condiciones asociadas
con el desarrollo o la fisiologia anormales, incluida la proliferacién anormal, p. ej. condiciones cancerosas o degenera-
tivas. Por ejemplo, una enfermedad o un trastorno asociado con la expresion anormal o la sefializacion anormal por un
polipéptido ZtgfS-9 deberia ser un objetivo probable para un agonista o antagonista del polipéptido Ztgf3-9. En parti-
cular, el Ztgf3-9 puede usarse para tratar la inflamacién. La inflamacién es el resultado de una respuesta inmunitaria a
una infeccién o una respuesta autoinmunitaria a un antigeno propio.

Los anticuerpos contra el polipéptido Ztgf3-9 pueden ser purificados y luego administrados a un paciente. Estos
reactivos pueden combinarse para uso terapéutico con ingredientes inertes o activos adicionales, p. €j. en diluyentes
o vehiculos farmacéuticamente aceptables junto con excipientes y estabilizadores fisiol6gicamente inocuos. Estas
combinaciones pueden ser filtradas con filtros estériles y colocadas en formas de dosis como a través de la liofilizacién
en viales de dosis o el almacenamiento en preparaciones acuosas estabilizadas. Esta invencién también contempla el
uso de anticuerpos, fragmentos de unién de estos o anticuerpos de una sola cadena de los anticuerpos, incluidas las
formas que no se unen al complemento.

Las cantidades de reactivos necesarias para una terapia eficaz dependeran de muchos factores diferentes, incluidos
el medio de administracidn, el sitio diana, el estado fisiolégico del paciente y otros medicamentos administrados. Por
ende, las posologias de los tratamientos deben ser ajustadas para optimizar la seguridad y la eficacia. Habitualmente,
las posologias utilizadas in vitro pueden proporcionar una guia 1til con respecto a las cantidades ttiles para la ad-
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ministracién in vivo de estos reactivos. Las pruebas de dosis eficaces en animales para el tratamiento de trastornos
particulares proporcionardn mds indicaciones predicitivas acerca de la dosis en humanos. Los métodos de adminis-
tracién incluyen la via oral, intravenosa, peritoneal, intramuscular o transdérmica. Los vehiculos farmacéuticamente
aceptables incluirdn agua, solucién salina o soluciones amortiguadoras, entre otros. Se preverd que los rangos de dosis
comunmente oscilardn entre 1 ug y 1.000 ug por kilogramo de peso corporal por dia. Sin embargo, las dosis pueden ser
superiores o inferiores seglin pueda determinar un médico con conocimientos generales de la materia. Para un andlisis
completo de las formulaciones farmacoldgicas y los rangos de dosis, véase Remington’s Pharmaceutical Sciences, 17.*
ed., (Mack Publishing Co., Easton, Penn., 1990) y Goodman y Gilman: The Pharmacological Bases of Therapeutics,
9.7 ed. (Pergamon Press 1996).

Tratamiento terapéutico basado en dcidos nucleicos

Si un mamifero tiene un gen del Ztgf3-9 mutado o carece de €1, el gen del Ztgf3-9 puede introducirse en las células
del mamifero. En una realizacién, un gen que codifica un polipéptido ZtgfB-9 se introduce in vivo en un vector viral.
Dichos vectores incluyen un virus con ADN atenuado o defectuoso, como, entre otros, el virus herpes simple (herpes
simplex virus, HSV), el virus del papiloma, el virus de Epstein Barr (Epstein Barr virus, EBV), el adenovirus, el virus
adenoasociado (adeno-associated virus, AAV), el SV40 y similares. Se prefieren los virus defectuosos, que carecen
de genes virales en forma total o casi total. Un virus defectuoso no es infeccioso después de la introduccién en una
célula. El uso de vectores virales defectuosos permite la administracién a células de un drea localizada en particular,
sin la preocupacién de que el vector pueda infectar otras células. Los ejemplos de vectores particulares incluyen, entre
otros, un vector del virus herpes 1 (HSV1) defectuoso [Kaplitt er al., Molec. Cell. Neurosci., 2:320-330 (1991)], un
vector del adenovirus atenuado, como el vector descrito por Stratford-Perricaudet et al., J. Clin. Invest., 90:626-630
(1992), y un vector del virus adenoasociado defectuoso [Samulski et al., J. Virol., 61:3096-3101 (1987); Samulski et
al. J. Virol., 63:3822-3828 (1989)].

En otra realizacion, el gen puede introducirse en un vector retroviral, p. ej. segin se describe en Anderson et al.,
Patente de EE. UU. N.° 5.399.346; Mann et al., Cell, 33:153 (1983); Temin et al., Patente de EE. UU. N.° 4.650.764,
Temin et al., Patente de EE. UU. N.° 4.980.289; Markowitz et al., J. Virol., 62:1120 (1988); Temin et al., Patente de
EE. UU. N.° 5.124.263; Publicaci6n de patente internacional N.° WO 95/07358, publicada el 16 de marzo de 1995 por
Dougherty et al.; y Blood, 82:845 (1993).

Como alternativa, el vector puede introducirse mediante lipofeccion in vivo utilizando liposomas. Pueden utilizarse
lipidos catidnicos sintéticos para preparar los liposomas para la transfeccion in vivo de un gen que codifica un mar-
cador [Feigner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84:7413-7417 (1987); véase Mackey et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 85:8027-8031 (1988)]. El uso de la lipofeccion para introducir genes exogenos en érganos especificos in vivo
tiene determinadas ventajas practicas. La direccién molecular de liposomas a células especificas representa una de las
areas de beneficio. Resulta claro que la direccién de la transfeccién a tipos celulares especificos seria particularmente
ventajosa en un tejido con heterogeneidad celular, por ejemplo, el pancreas, el higado, el rifién y el cerebro. Los lipidos
pueden acoplarse quimicamente a otras moléculas a los fines de conferir la direccién. Los péptidos dirigidos, p. €j. las
hormonas o los neurotransmisores, las proteinas, por ejemplo, los anticuerpos, o las moléculas no peptidicas podrian
acoplarse quimicamente a los liposomas.

Es posible extraer las células del cuerpo e introducir el vector como pldsmido de ADN desnudo o a través de un
vector viral y, luego, implantar nuevamente las células transformadas en el cuerpo. El vector de ADN desnudo para
terapia génica puede introducirse en las células huésped deseadas mediante métodos conocidos en la especialidad,
p. €j. transfeccidn, electroporacién, microinyeccion, transduccidn, fusién celular, DEAE dextrano, precipitacién con
fosfato de calcio, el uso de una pistola génica o el uso de un transportador de vectores de ADN [véase, p. €j. Wu et
al., J. Biol. Chem., 267:963-967 (1992); Wu et al., J. Biol. Chem., 263:14621-14624 (1988)]. Pueden usarse técnicas
tales como la entrega génica mediada por vectores virales del Ztgf3-9 para tratar enfermedades humanas, por ejemplo,
cancer, enfermedades inmunitarias y autoinmunitarias, y enfermedades del sistema nervioso central y periférico.

Los polipéptidos Ztgf3-9 también pueden usarse para preparar anticuerpos que se unan especificamente a los poli-
péptidos Ztgf3-9. Estos anticuerpos pueden luego usarse para la fabricacion de anticuerpos antiidiotipos. Tal como se
usa en la presente, el término “anticuerpos’ incluye anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, fragmentos
de unién a antigenos de estos, como los fragmentos F(ab’), y Fab, y similares, incluidos los anticuerpos genomanipu-
lados. Se dice que los anticuerpos se unen especificamente si se unen a un polipéptido Ztgfs-9 con una K, equivalente
a 10"/M o superior y no se unen sustancialmente a un polipéptido que se encontraba en dominio publico con anterio-
ridad a la presente. Una persona con conocimientos generales de la materia puede determinar con facilidad la afinidad
de un anticuerpo monoclonal, por ejemplo, utilizando el andlisis de Scatchard.

Los métodos para preparar anticuerpos monoclonales y policlonales son bien conocidos en la especialidad (véase,
por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, (Segunda edicién) (Cold Spring Harbor,
NY, 1989); y Hurrell, J. G. R., ed., Monoclonal Hybridoma Antibodies: Techniques and Applications (CRC Press,
Inc., Boca Raton, FL, 1982). Se pueden generar anticuerpos policlonales mediante la inoculacién de una serie de
animales de sangre caliente, como caballos, vacas, cabras, ovejas, perros, pollos, conejos, ratones, hdmsters, cobayas
y ratas, con un polipéptido Ztgf3-9 o un fragmento de este. La inmunogenicidad de un polipéptido Ztgf3-9 puede
aumentarse mediante el uso de un adyuvante, por ejemplo, el alum (hidréxido de aluminio) o el adyuvante completo
o incompleto de Freund. Los polipéptidos ttiles para la inmunizacién también incluyen polipéptidos de fusion, tales
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como fusiones del Ztgf3-9 o de una porcién de este con un polipéptido de inmunoglobulina o con una proteina de
unién a maltosa. El inmundgeno del polipéptido puede ser una molécula de longitud completa o una porcién de esta.
Si la porcién del polipéptido es de “tipo hapteno”, dicha porcién puede unirse o ligarse ventajosamente a un vehi-
culo macromolecular (como la hemocianina de lapa californiana (keyhole limpet hemocyanin, KLH), la albiimina de
suero bovino (bovine serum albumin, BSA) o el toxoide tetdnico) para inmunizacién. Puede utilizarse una serie de
valoraciones conocidas para los especialistas en la materia para detectar anticuerpos que se unan especificamente a
los polipéptidos Ztgf3-9. Se describen detalladamente ejemplos de valoraciones en Antibodies: A Laboratory Manual,
Harlow y Lane (ed.), (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988). Los ejemplos representativos de dichas valora-
ciones incluyen: inmunoelectroforesis concurrente, radioinmunovaloraciones, radioinmunoprecipitados, valoraciones
con sustancias inmunoabsorbentes unidas a enzimas (enzyme-linked immunosorbent assays, ELISA), valoraciones de
transferencia puntual, valoraciones de inhibicién o competencia, y valoraciones tipo sdndwich.

Tal como se usa en la presente, el término “anticuerpos” incluye anticuerpos policlonales, anticuerpos policlonales
purificados por afinidad, anticuerpos monoclonales y fragmentos de unién a antigenos, por ejemplo, los fragmentos
proteoliticos F(ab’), y Fab. También estdn incluidos los anticuerpos intactos o los fragmentos producidos por geno-
manipulacién, como los anticuerpos quiméricos, los fragmentos Fv, anticuerpos de una sola cadena y similares, asi
como péptidos y polipéptidos sintéticos de unién a antigenos. Pueden humanizarse anticuerpos no humanos injertando
regiones determinantes de complementariedad (complementarity-determining region, CDR) no humanas en regiones
marco y constantes humanas, o incorporando la totalidad de los dominios variables no humanos (opcionalmente “ro-
deandolos” con una superficie similar a la humana mediante el reemplazo de los residuos expuestos, donde el resultado
es un anticuerpo “revestido”). En algunos casos, los anticuerpos humanizados pueden retener residuos no humanos
dentro de los dominios marco de la regién variable humana, a fin de aumentar las caracteristicas de unién adecuadas.
A través de la humanizacién de los anticuerpos, puede aumentarse la vida media bioldgica, y se reduce la posibilidad
de que se produzcan reacciones inmunitarias adversas en la administracion a seres humanos. Los anticuerpos humanos
pueden generarse en ratones genomanipulados para que contengan loci de la inmunoglobulina humana, Vaughan, et
al. Nat. Biotech., 16:535-539 (1998).

Las técnicas alternativas para generar o seleccionar anticuerpos utiles en la presente incluyen la exposicién de
linfocitos in vitro a la proteina o el péptido Ztgf/3-9, y la seleccidn de bibliotecas de exhibicion de anticuerpos en fagos
o vectores similares (por ejemplo, mediante el uso de una proteina o un péptido Ztgf5-9 inmovilizado o marcado).
Los genes que codifican polipéptidos que tienen posibles dominios de unién del polipéptido Ztgf5-9 pueden obtenerse
cribando al azar bibliotecas peptidicas exhibidas en fagos (exhibicién de fagos) o en bacterias, por ejemplo, E. coli.
Las secuencias de nucleétidos que codifican los polipéptidos pueden obtenerse de una serie de maneras, por ejemplo,
a través de mutagénesis aleatoria y de sintesis aleatoria de polinucledtidos. Estas bibliotecas de exhibicién de péptidos
aleatorios pueden usarse para cribar péptidos que interactien con una diana conocida que puede ser una proteina o un
polipéptido, por ejemplo, un ligando o un receptor, una macromolécula biolégica o sintética, o sustancias organicas o
inorgédnicas. Las técnicas para crear y cribar dichas bibliotecas de exhibicion aleatoria de péptidos son conocidas en
la especialidad (Ladner et al., Patente de EE. UU. N.° 5.223.409; Ladner et al., Patente de EE. UU. N.° 4.946.778;
Ladner et al., Patente de EE. UU. N.° 5.403.484 y Ladner et al., Patente de EE. UU. N.° 5.571.698) y las bibliotecas de
exhibicién aleatoria de péptidos y los equipos para cribar dichas bibliotecas se encuentran disponibles comercialmente,
por ejemplo, de Clontech (Palo Alto, CA), Invitrogen Inc. (San Diego, CA), New England Biolabs, Inc. (Beverly, MA)
y Pharmacia LKB Biotechnology Inc. (Piscataway, NJ). Las bibliotecas de exhibicién aleatoria de péptidos pueden
cribarse con las secuencias del Ztgf3-9 divulgadas en la presente para identificar las proteinas que se unen al Ztgf3-
9. Estas “proteinas de unién” que interactian con los polipéptidos Ztgf3-9 pueden utilizarse para etiquetar las células;
para aislar polipéptidos homdlogos mediante purificacion por afinidad; pueden conjugarse directa o indirectamente con
farmacos, toxinas, radionuclidos y similares. Estas proteinas de unién también pueden utilizarse en métodos analiticos,
por ejemplo, para cribar genotecas de expresion y neutralizar la actividad. Las proteinas de unién también pueden
utilizarse para valoraciones de diagndstico a fin de determinar los niveles circulantes de polipéptidos; para detectar
o cuantificar polipéptidos solubles como marcadores de la patologia o enfermedad subyacente. Estas proteinas de
unién también pueden actuar como “antagonistas” del Ztgf3-9 para bloquear la unién del Ztgf3-9 y la transduccién de
sefales in vitro e in vivo.

Los anticuerpos también se pueden generar mediante terapia génica. Al animal se le administra el ADN o ARN
que codifica el Ztgf3-9 o un fragmento inmundgeno de este para que las células de los animales se transfecten con el
acido nucleico y expresen la proteina, que, a su vez, produce una respuesta inmundgena. Los anticuerpos producidos
luego por el animal se aislan en forma de anticuerpos monoclonales o policlonales. Los anticuerpos contra el Ztgfg3-
9 pueden utilizarse para etiquetar células que expresan la proteina, para la purificacién por afinidad, dentro de las
valoraciones de diagndstico a fin de determinar los niveles circulantes de polipéptidos de proteinas solubles, y como
antagonistas para bloquear la unién a ligandos y la transduccién de sefiales in vitro e in vivo.

El mapeo de hibridos de radiacién es una técnica genética con células somaticas desarrollada para construir mapas
contiguos de alta resolucién de los cromosomas de mamiferos [Cox et al., Science 250:245-250 (1990)]. El cono-
cimiento parcial o total de la secuencia de un gen permite disefiar los cebadores para PCR adecuados para el uso
con paneles de mapeo de hibridos de radiaciéon cromosémicos. Pueden obtenerse paneles de mapeo de hibridos de
radiacién que abarcan todo el genoma humano y que se encuentran comercialmente disponibles, por ejemplo, el Pa-
nel de hibridos de radiacién Stanford G3 y el Panel de hibridos de radiacién GeneBridge 4 (Research Genetics, Inc.,
Huntsville, AL). Estos paneles permiten localizaciones cromosdmicas rdpidas, basadas en la PCR, y la ordenacién
de los genes, los sitios etiquetados por su secuencia (sequence-tagged sites, STS), y otros marcadores polimoérficos
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y no polimoérficos dentro de una regién de interés. Esto incluye el establecimiento de distancias fisicas directamente
proporcionales entre los genes de interés recientemente descubiertos y los marcadores mapeados previamente. El co-
nocimiento preciso de la posicion de un gen puede ser ttil de varias maneras, entre las que se incluyen: 1) determinar
si una secuencia es parte de una contig existente y obtener secuencias genéticas circundantes adicionales en diversas
formas, como clones genémicos de YAC-, BAC- o fagos o clones de ADNc, 2) proporcionar un posible gen candidato
para una enfermedad hereditaria que muestre una conexién con la misma regién cromosémica, y 3) usar como refe-
rencia cruzada organismos modelo, como el ratén, que puedan ayudar a determinar qué funcién puede tener un gen en
particular.

La presente invencién también proporciona reactivos que serdn de utilidad en aplicaciones de diagnéstico. Por
ejemplo, el gen del Ztgf3-9 ha sido mapeado en el cromosoma 13q11.2-q11. Podria utilizarse una sonda de acido
nucleico del Ztgf-9 para detectar la presencia de anormalidades en el cromosoma 13. Por ejemplo, una sonda que
comprende ADN o ARN del Ztgf3-9 o una subsecuencia de estos, puede utilizarse para determinar si el gen del
Ztgf3-9 estd presente en el cromosoma humano 13q11.2-q11 o si se ha producido una mutacién. Las aberraciones
cromosOmicas detectables en el locus del gen del Ztgf3-9 incluyen, entre otros, aneuploidia, cambios en la cantidad de
copias del gen, inserciones, eliminaciones, cambios en los sitios de restriccién y reorganizaciones. Dichas aberraciones
pueden detectarse usando los polinucleétidos de la presente invencién empleando técnicas de genética molecular, tales
como andlisis del polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (restriction fragment length polymorphism,
RFLP), el andlisis de las repeticiones cortas en tindem (short tandem repeat, STR) con técnicas de PCR, y otras
técnicas de andlisis de enlace genético conocidas en la especialidad. El Ztgf3-9 humano se localiza por mapeo en
la regién 13q11.2-q11. El ZtgfB-9 de ratén se localiza por mapeo a los marcadores de marco del cromosoma 14 de
ratén d14mit64 y dmit82 ubicados en los 22,0 y 19,5 centimorgans, respectivamente. La region de 19,5 cm parece ser
sinténica con el locus humano que contiene los genes de uniones gap gja3 y gjb2. Véase Mignon, C. et al., Cytogenet.
Cell Genet. 72:185-186 (1996).

Se ejemplifica atin més la invencion a través de los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1
Clonacion del Ztgf3-9

El Ztgf3-9 humano fue aislado a partir de una genoteca plasmidica de ADNc de la glandula pituitaria ordenada
mediante cribaje con PCR usando las SEC. ID. N.° 6 y 7. Las condiciones del termociclador fueron las siguientes:
un ciclo a 94°C durante 3 minutos, 35 ciclos a 94°C durante 30 segundos, 62°C durante 20 segundos, 72°C duran-
te 30 segundos, un ciclo a 72°C durante 5 minutos, seguidos de un mantenimiento a 4°C. Las reacciones fueron
sometidas a electroforesis en gel para identificar los agrupamientos positivos y, de esta forma, la genoteca fue de-
convolucionada a un agrupamiento de clones positivos. Estos se electroporaron en células de E. coli DH10B y se
sembraron en placas para la hibridacién de colonias. Las colonias se transfirieron a filtros Hybond N (Amersham), y
se utilizaron sondas para detectar colonias positivas. Los clones positivos se secuenciaron para el Ztgf5-9 de longitud
completa.

El andlisis de secuencias y la traduccién conceptual del ADNc del Ztgf3-9 humano (SEC. ID. N.° 1 y 16) predice
un producto proteico que tiene 202 residuos de aminoécidos de longitud. Esta proteina es homdloga a dos miembros
de la familia de la IL-17, Zcyto7, Aplicacion internacional N.© PCT/US98/08212, y la IL-17. El Ztgf3-9 comparte
una identidad de aminodcidos del 27,8% con el Zcyto7 y una identidad del 20,6% con la IL-17 segun se determind
mediante el método Clustal usando el software Lasergene MegAlign. Véase Higgins y Sharp, CABIOS 5:151 (1989).
En particular, el Ztgf5-9 comparte cuatro cisteinas conservadas (residuos de aminodcidos 114, 119, 167, 169 en la
SEC. ID. N.° 2) con el Zcyto7 y la IL-17. Se predice que estas cisteinas participan en la formacién de un pliegue de
proteinas de tipo nudo de cisteinas que se relaciona con el que se encuentra en las proteinas TGF-S.

Ejemplo 2
Andlisis Northern del Ztgf3-9

El andlisis de la distribucion tisular se realiz6 mediante la técnica de andlisis Northern blot usando 2 blots para
cerebro humano adulto y 1 blot para cerebro humano fetal, andlisis de transferencia puntual Master y blot de tejidos
multiples humanos de Clontech (Palo Alto, Ca). Se obtuvo una sonda mediante PCR utilizando las SEC. ID. N.° 6
y 7. en un agrupamiento de ADNc. Las condiciones del termociclador fueron las siguientes: un ciclo a 94°C durante
3 minutos, 35 ciclos a 94°C durante 10 segundos, 66°C durante 20 segundos, 72°C durante 30 segundos, un ciclo a
72°C durante 5 minutos, seguidos de un mantenimiento a 4°C. La mezcla de reaccion se sometio a electroforesis en un
gel de agarosa preparativo y se purificé con gel un fragmento de 162 pb utilizando reactivos de purificacién con gel
disponibles comercialmente y protocolo (Equipo de extraccion de gel QIAEX II; Qiagen, Inc., Santa Clarita, Ca). El
ADN purificado se marcé radiactivamente con *?P utilizando un equipo comercialmente disponible (sistema de marca-
ci6n de ADN Rediprime; Amersham Corp., Arlington Heights, IL). La sonda se purificé con una columna de empuje
NUCTRAP (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA). Se utiliz6 la soluciéon EXPRESSHYB (Clonetech, Palo Alto,
CA) para la prehibridacién e hibridacién. La solucién de hibridacion estaba compuesta de 8 ml de EXPRESSHYB,
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80 1 de ADN de esperma de salmén fragmentado (10 mg/ml, 5 Prime-3 Prime, Boulder, CO), 48 ul del ADN Cot-
1 humano (1 mg/ml, GibcoBRL) y 18 ul de sonda marcada radiactivamente. La hibridacién se realizé de un dia para
el otro a 50°C y luego se lavaron los blot en 2X SSC, SDS al 0,1% a temperatura ambiente, luego, 2X SSC, SDS al
0,1% a 60°C, seguido de lavado de 0,1X SSC, SDS al 0,1% a 60°C. Los blot se expusieron de un dia para el otro y se
desarrollaron. Se observo una sefial de transcrito importante en los northern blot de tejidos multiples (multiple tissue
Northern, MTN) en el cerebro y la médula espinal.

Las sefiales del analisis de transferencia puntual Master fueron fuertes en todos los tejidos cerebrales (de adultos
y fetos), la médula espinal, el corazén, el misculo esquelético, el estdomago, el pancreas, la glandula suprarrenal, la
glandula salival, el higado, el intestino delgado, la médula dsea, el timo, el bazo, los ganglios linfaticos, el corazén, la
tiroides, la trdquea, los testiculos, los ovarios y la placenta.

Ejemplo 3
Clonacion del Ztgf3-9 murino

La secuencia de longitud completa se obtuvo a partir de un clon aislado de una genoteca de ADNc/plasmidica
de testiculo de ratén ordenada. La genoteca se cribé mediante PCR utilizando los oligonucledtidos de las SEC. N.°
10 y SEC. ID. N.° 11. La genoteca se deconvolucion6 hasta reducirse en un agrupamiento positivo de 250 clones.
Se transformaron células de E. coli DH10B (Gibco BRL) con este agrupamiento mediante electroporacion. El cul-
tivo transformado se tituld y se ordend en 96 pocillos a ~20 células/pocillo. Las células se cultivaron en LBamp de
un dia para el otro a 37°C. Una alicuota de las células se sedimentd, y se utiliz6 PCR para identificar un agrupa-
miento positivo. Las células restantes de un agrupamiento positivo se sembraron en placas, y las colonias se cribaron
mediante PCR para identificar un clon positivo. El clon se secuencié y contenia la secuencia de longitud comple-
ta putativa del Ztgf3-9 murino. La secuencia del Ztgfbeta-9 murino se encuentra definida por las SEC. ID. N.° 8 y
9.

Ejemplo 4
Andlisis Northern del Ztgf3-9 de raton

También se realiz6 andlisis Northern en blot MTN de ratén y andlisis de transferencia puntual Master (Clontech)
y en un blot de embrién de ratén. Se digirié un clon de ADNc del Ztgf3-9 murino de longitud completa (véase
seccién de clonacién) con enzimas de restriccion con Apal y EcoRI siguiendo los protocolos estandar. La reaccion fue
sometida a electroforesis en gel, y el fragmento ~686 pb se purificé con gel utilizando el equipo de purificaciéon con gel
Qiaex II (Qiagen, Valencia, CA). El ADNc se marcé con P32 con el equipo de marcacién Rediprime II (Amersham)
y se purific6 en columna utilizando reactivos y protocolos anteriormente descritos. La hibridacién, el lavado y la
deteccion se realizaron en las condiciones descritas en el Ejemplo 2. Se observé una banda en el corazon, el cerebro,
los pulmones, el higado, el musculo esquelético, los rifiones y los testiculos. El andlisis de transferencia puntual Master
presentd sefiales fuertes en la tiroides y sefiales mds débiles en la mayoria de los otros tejidos. La hibridacién al blot
de embridn de ratén indico que el Ztgf3-9 se expresd en todos los estadios examinados (dias embrionarios 7, 11, 15y
17).

A través de la RT-PCR cuantitativa, se determiné que el Ztgf3-9 murino fue altamente expresado en la linea
celular hipotaldmica HCL vy, a niveles inferiores, en las lineas celulares hipotaldmicas GT1-1 y GT1-7 y la linea
celular teratocarcinoma P19 no diferenciada. Cuando se utiliz6 RT-PCR cuantitativa, el Ztgf3-9 murino se detect6 en
neuronas de la corteza olfativa y cerebelosa del hipocampo; las células de Purkinje y otras poblaciones neuronales se
marcaron en alto grado en los cortes de cerebro. El endotelio del plexo coroideo también fue positivo en alto grado. En
la médula espinal, la marcacién se limité a la materia gris y parecié encontrarse de manera uniforme en las neuronas del
asta posterior y anterior que representan las neuronas motoras y sensitivas. También se observo una fuerte expresion
en los ganglios de la raiz dorsal.

Ejemplo 5
Produccion de anticuerpos

Se sintetizaron los polipéptidos de las SEC. ID. N.° 13, 14 y 15 y se inyectaron en conejos, y los antisueros
policlonales fueron posteriormente purificados por afinidad mediante cromatografia de columna utilizando el inmu-
négeno cognado. Ademds, las proteinas de fusién entre el Ztgf-g de ratén y humano de longitud completa fusionadas
con el C terminal de la proteina de unién a maltosa se expresaron en E. coli y se purificaron por cromatografia de
afinidad sobre una resina de amilosa. Las proteinas purificadas se inyectaron en conejos y los antisueros policlo-
nales fueron posteriormente purificados por afinidad mediante cromatografia de columna utilizando el inmunégeno
cognado.
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Ejemplo 6
Inmunocitoquimica

Los anticuerpos policlonales purificados por afinidad contra el Ztgf3-9 humano producidos segtin el procedimiento
del Ejemplo 5 fueron validados en células COS normales y células COS transfectadas con un constructo de la expresién
celular en mamiferos del ZtgfB3-9. La inmunocitoquimica realizada con anticuerpos contra el Ztgf3-9 demostré la
expresion del ZtgfB-9 en el cerebro y la médula espinal de mono. La tincién inmunocitoquimica fue intracitoplasmica
y se observo en muchas neuronas de gran tamafio y células de Purkinje. Las células epiteliales dispersas en el duodeno
humano también mostraron tincién positiva.

Ejemplo 7
Produccion de proteinas de células de mamiferos

La proteina Ztgf$-9 humana, con y sin una etiqueta de afinidad Glu-Glu C terminal [Grussenmeyer et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82:7952-4 (1985)], se expresé en células BHK con un vector de expresion en el cual la expresion
del Ztgfp-9 es dirigida por el promotor temprano inmediato del CMYV, un intrén consenso de la region variable del
locus de la cadena pesada de la inmunoglobulina de ratén, mdltiples sitios de restriccion para la insercién de secuencias
codificantes, un codén de terminacién y un terminador de la hormona de crecimiento humana. El pladsmido también
tiene un origen de replicacién de E. coli, una unidad de expresién de marcadores seleccionables de mamiferos que
comprende un promotor, un potenciador y un origen de replicacién del SV40, un gen DHFR y el terminador del
SV40; y las secuencias Kozac en el extremo 5° del marco de lectura abierto.

Después de la seleccion para transfectantes celulares estables, el medio aislado a partir de los agrupamientos se
analiz6 mediante el método Western blot en condiciones de reduccién y de no reduccién utilizando un anticuerpo
contra el Ztgf5-9 o un anticuerpo de etiqueta de epitopo anti-EE. Se determiné que el Ztgf3-9 humano migra en
condiciones de reduccién a 29 kDa. Dado que el peso molecular predicho de la forma procesada por completo de la
protefna es de 20,31 kDa; esto sugiere que la proteina es glucosilada en uno o dos posibles sitios de glucosilacion.
En condiciones de no reduccidn, la proteina Ztgf3-9 migré como especie a 49 kDa. Estos resultados indican que el
Ztgf3-9 humano es capaz de formar un homodimero con enlaces disulfuro cruzados. Sin embargo, la coexpresion
del ZtgfB-9 humano con etiqueta EE en C terminal y el Zcyto7 humano sin etiquetar, seguida de la purificacién por
afinidad utilizando un anticuerpo de etiqueta anti-EE, produjo la copurificacién de ambas proteinas, lo cual sugiere
que, ademads de los homodimeros del Ztgf3-9, el ZtgfB-9 y el Zcyto7 también pueden dimerizarse. La interaccion del
ZtgfB-9 y del Zcyto7 no parecié haber sido provocada por las uniones disulfuro intercatenarias entre las proteinas. El
ZtgfB-9 humano con etiqueta EE en C terminal expresado en las células BHK también fue purificado por afinidad anti-
EE y se determind su secuencia N terminal. Se determiné que el sitio de segmentacién de sefial se producia antes del
aminodcido A23.

Ejemplo 8
Ratones transgénicos

El marco de lectura abierto que codifica el Ztgf3-9 murino de longitud completa se amplificé mediante PCR para
introducir un codén de inicio optimizado, y se introdujo en un vector transgénico en el cual la expresion del ZtgfS3-
9 se regul6 mediante el promotor de la metalotioneina I. El inserto transgénico se separé del esqueleto plasmidico
mediante digestion Nofl y purificacion con gel de agarosa, y los 6vulos fertilizados a partir de los apareamientos de
ratones B6C3F1Tac se microinyectaron e implantaron en hembras seudoprefiadas. Los fundadores se identificaron
mediante PCR en el ADN de cola genémico (equipo DNAeasy 96; Qiagen). Se iniciaron lineas transgénicas median-
te el cruzamiento de fundadores con ratones C57BL/6Tac. Los protocolos con animales utilizados en este estudio
fueron aprobados por el Comité institucional para el cuidado y la utilizacién de animales de ZymoGenetics (Zymo-
Genetics Institutional Animal Care and Use Committee). De las 49 progenies nacidas, se determiné que solo el 8%
era transgénico (en comparacién con un promedio del 20% observado para una serie de otros ADNc dirigidos por el
mismo promotor), lo que sugiere que la alta expresion del Ztgf3-9 murino puede ser mortal para los embriones. De
manera coherente con esto, de los cuatro fundadores identificados, todos expresaron solo niveles bajos de ARNm del
Ztgf3-9 en el higado. Un quinto fundador murié al nacer y, curiosamente, este animal expresé niveles muy altos de
ARNm del ZtgfB-9 en el higado (8.500 copias/célula). El andlisis histopatoldgico de este animal identificé apoptosis
severa del timo y desvacuolizacion completa del tejido adiposo pardo. Los machos que presentaron expresion fueron
cruzados con hembras genéticamente intactas. Para un fundador fue posible la transmisién de la linea germinal; sin
embargo, toda la progenie transgénica de este fundador murié al nacer o tenfa un tamafio muy pequefio y murié poco
después del destete. El andlisis de estos animales identificé una serie de fenotipos, incluida la apoptosis timica severa,
la desvacuolizacién del tejido adiposo pardo, la hepatitis y cantidades bajas de linfocitos de sangre periférica. Estos
resultados indican que el Ztgf3-9, sus agonistas y antagonistas, y los anticuerpos contra el Ztgf3-9 seran de utilidad
para la regulacién de los inmunocitos, la adipogénesis y las células hepdticas.
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Ejemplo 9
Posicion cromosomica

Se localiz6 el Ztgf5-9 humano por mapeo en el cromosoma 13q11.2 en dos paneles de hibridos de radiacién. El
gen del Ztgfb9 de ratén se liga con los marcadores de marco del cromosoma 14 murino d14mit64 y dmit82 ubicados
en los 22,0 y 19,5 centimorgans, respectivamente.

Ejemplo 10
Inhibicion del crecimiento de adenovirus con el ZtgfB3-9

Se donaron las regiones codificantes del Ztgf3-9 humano y murino en el vector transportador de adenovirus y
se recombinaron para generar el genoma adenoviral recombinante. La transfeccion de los genomas adenovirales del
Ztgf3-9 en células 293A produjo placas virales muy pequefias (1 6 2 placas por transfeccién, lo cual es bajo). Estas
placas no crecieron de tamafio. En general, las placas crecen mucho de tamafio en un periodo de 1-2 dias, a medida
que el virus se replica. Se cosecharon las placas pequeiias, se intenté expandir el virus infectando las células 293A. Las
monocapas infectadas nuevamente exhibieron cantidades muy bajas de placas, y las placas tenian un tamafio pequefio.
Estas placas no crecieron de tamafio con el tiempo. Después de 2-3 intentos de amplificar el virus, finalmente se obtuvo
una poblacién de virus de rapido crecimiento. El virus obtenido de esta amplificacion atn contiene las secuencias del
Ztgf3-9. Sin embargo, la infeccién de células con estos virus no tuvo como consecuencia la produccién de proteinas.
El comportamiento inicial de los virus que contenian el Ztgf3-9 tanto humano como de ratén es distinto al observado
con otro ADNc. Es evidente que se inhibi6 la replicacién del virus.
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REIVINDICACIONES

1. Polinucleétido aislado que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada
del grupo que consiste en: SEC. ID. N.° 2, SEC. ID. N.° 3, SEC. ID. N.° 4, SEC. ID. N.° 5, SEC. ID. N.° 9, SEC. ID.
N.°12, SEC.ID.N.° 17y SEC. ID. N.° 18, o que codifica un polipéptido que consiste en una secuencia de aminodcidos
seleccionada de la SEC. ID. N.° 15 y la SEC. ID. N.° 21.

2. Polinucleétido aislado de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el polinucleétido codifica un polipéptido que
comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en: SEC. ID. N.° 2, SEC. ID. N.° 3,
SEC. ID. N.°4, SEC. ID. N.° 5, SEC. ID. N.° 9, SEC. ID. N.° 12, SEC. ID. N.° 17 y SEC. ID. N.° 18.

3. Polinucleétido aislado de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el polinucleétido codifica un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: SEC. ID. N.°2, SEC. ID. N.° 3, SEC.
ID. N.° 4, SEC. ID. N.° 5, SEC. ID. N.° 17 y SEC. ID. N.° 18, o donde dicho polinucleétido codifica un polipéptido
que consiste en una secuencia de aminoécidos seleccionada de la SEC. ID. N.° 15 y la SEC. ID. N.° 21.

4. Polinucleétido aislado de acuerdo con la reivindicacién 3, donde el polinucleétido codifica un polipéptido que
comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en: SEC. ID. N.° 2, SEC. ID. N.° 3,
SEC.ID.N.°4y SEC.ID. N.°5.

5. Polinucleétido aislado de acuerdo con la reivindicacién 1, donde dicho polinucledtido se selecciona del grupo
que consiste en: SEC. ID. N.° 1y SEC. ID. N.° 9.

6. Polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoécidos seleccionada del grupo que consiste en: SEC.
ID. N.° 2, SEC. ID. N.° 3, SEC. ID. N. 4, SEC. ID. N.° 5, SEC. ID. N.° 9, SEC. ID. N.° 12, SEC. ID. N.° 17 y SEC.
ID. N.° 18, o dicho polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada de la SEC. ID. N.° 15y la
SEC.ID. N.° 21.

7. Polipéptido aislado de acuerdo con la Reivindicacién 6, que consiste en una secuencia de aminodcidos seleccio-
nada del grupo que consiste en: SEC. ID. N.°2, SEC. ID. N.° 3, SEC. ID. N.°4, SEC. ID. N.° 5, SEC. ID. N.° 9, SEC.
ID.N.° 12, SEC. ID. N.° 15, SEC. ID. N.° 17, SEC. ID. N.° 18 y SEC. ID. N.° 21.

8. Polipéptido aislado de acuerdo con la reivindicacién 6, donde la secuencia de aminodcidos se selecciona del
grupo que consiste en: SEC. ID. N.°2, SEC. ID. N.° 3, SEC. ID. N.° 4, SEC. ID. N.° 5, SEC. ID. N.°9 y SEC. ID. N.°
12.

9. Polipéptido aislado de acuerdo con la reivindicacién 6, donde la secuencia de aminodcidos se selecciona del

grupo que consiste en: SEC. ID. N.° 2, SEC. ID. N.° 3, SEC. ID. N.°4 y SEC. ID. N.° 5.

10. Anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido que consiste en una secuencia de aminodcidos selec-
cionada del grupo que consiste en: SEC. ID. N.° 2, SEC. ID. N.° 3, SEC. ID. N.°4 y SEC. ID. N.° 5.

11. Anticuerpo antiidiotipo que se une a un anticuerpo segun la reivindicacién 10.

34



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2300 154 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<110> ZymoGenetics, Inc.
1201 Eastlake Avenue East
Seattle, Washington 98102
Estados Unidos de América

<120> Factor de crecimiento de transformacion Beta-9 en mamiferos
<130> 98-54PC

<150> 09/154,817
<151> 1998-09-17

<160> 22
<170> FastSEQ para Windows Versién 3.0

<210>1
<211> 1819
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (71)...(676)

<400> 1

€9g09Ccocgyy 9cgcaggegy getectecgg cgegtgcgga cgctgagegt gagcctgtoce
tcaggictgg atg clg gta gcc ggc ttc ctg ctg gcg ¢tg CCcg Ccg age
Met Leu Val Ala Gly Phe Leu Leu Ala Leu Pro Pro Ser
1 5 10

tg9g gcc gcg 9gc gec €€ ag9g gcg ggc agg Cgc CCC geg cgg cCg cgg
Trp Ala Ala Gly Ala Pro Arg Ala Gly Arg Arg Pro Ala Arg Pro Arg
15 20 25

ggc tal geg gac €99 ¢Cg 9ag gag cta ctg gag cag ctg tac ggg cgc
Gly Cys Ala Asp Arg Pro Glu Glu Leu Leu Glu GIn Leu Tyr Gly Arg
30 35 40 45

ctg gcg gee gge gtg cte agt gee tic cac cac acg ctg cag ctg 999
Leu Ala Ala Gly Val Leu Ser Ala Phe His His Thr Leu GIn Leu Gly

60
109

157

205

253
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ccg
Pro

gcc
Ala

tgg
Tro

CcCt
Pro
110

Qq<g
Glu

gtc
Val

gag
Glu

gag
Glu

aag
Lys
190

cgt
Arg

gac
Asp

gce
Ala
35

Gaa
Glu

gag
Glu

ctg
Leu

gec
Ala

2ag
Lys
175

ctc
leu

ES 2300 154 T3

50 85

gag cag gcg cgc aac gcg agc tgc ccg
Glu GIn Ala Arg Asn Ala Ser Cys Pro
65 70

cgc c¢gc ttc cgg ccg ccc acc aac ctg
Arg Arg Phe Arg Pro Pro Thr Asn Leu
BO 85

TAC aga atc tee tac gac ccg geg agy
Tyr Arg [le Ser Tyr Asp Pro Ala Arg
100

gce tac tge ctg tgc €g9 gyc tgc ctg

60

gca 999 gg9C a9g ccC
Ala Gly Gly Arg Pro
75

cgc agc gtg teqg ccco
Arg Ser Val Ser Prc
90

tac ¢cc ago tac ctg
Tyr Pro Arg Tyr Leu
105

8CC g9g ctg tte q9c

Ala Tyr Cys Leu Cys Arg Gly Cys Leu Thr Gly .eu Phe Gly

115 120

gac gtg cgc ttc cgc agc gee cet gle
Asp val Arg Phe Arq Ser Ala Prg val
130 135

£gC €gC acc CCC gec tge gec gge gge
Arg Arg Thr Pro Ala Cys Ala Gly Gly
145 150

tac gtc ace ate ccc gtg ggc tge acc
Tyr Val Thr [le Pro Yal Gly Cys Thr
160 165

gac gca gac age atc aac tce age atc
Asp Ala Asp Ser Ile Asn Ser Ser [le
180

ctg Ctg ggc ccc aac gac gcg ccc get
Leu Leu Gly Pro Asn Asp Ala Pro Ala
195 200

cctgeceegg gaggtctcee cggeeegeat cecgaggege
gggoctcggte ggcgacctct gaagagagtg caccgagcaa
cqcegecttt ccatggagac tcgtaagcag cttcatctga
ttttagctac aagcaagcag cgtggctgga agctgatggg
cctgtgtgeg geccgeatgg agggtttgga aaagttcacg
tcagatcgge tgctgcgggt gcagggegtg actcaccget
Qggacgcata tgctttttaa agcaatctaa adataataat

125

tac atg ccoc acc gte
Tyr Met Prc Thr Val
140

¢cgt tcc gtc tac acc
Arg Ser Val Tyr Thr
155

tgc gtc c¢cC gag cey
Cys val Pro Glu Pro
170

gac a3a cag ggc gcc
Asp Lys GIn Gly Aia
185

ggc ccc tgaggecqgt
Gly Pro

ccaagctgga geegectgga
accaagtgec ggageaccag
cacgggaatc cctggettac
d@aCgacecg geacgggceat
gaggctcect gaggagectc
gggtgcttgc caaagagata
dagtatagcg actatatace

301

349

397

445

54!

637

686

746
806
866
926
986
1046
1106
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tactttiaaa
ctactctgtt
ttaaagcata
ctgaattcag
tcttecttce
ctcgeatacc
atacataaac
atttgtgaott
aagaatccaa
acaaagtygg
tgccacgaga
ttatttotaa

<210>2
<211> 202
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

atcaactgtt
acatttctta
attggaatcc
cctgtcaceg
actgaaqggtc
ccagggccag
agtctcaaac
aagaggtggt
gcaggtattg
ccacgttage
gcraggtecet
aagttagaag

ES 2300 154 T3

ttgaatagag
acatataaac
ttggataaat
atggctgact
ttcacgggce
ctaagagttc
tcgcacaatt
gagataagaa
gcttagttgt
atctgcagag
tgatcttttc
ttctttttta

gcagagctat tttatattal Caaatgagay
atcgtttttt acttetictg gtagaatttt
tttgtagctyg gtacactctg gectgggtet

gatgaaatgg
tccaggtgga
caaagatcte
tttitccecct
gtggaacgtg
aagggcttta
atceatctgg
tttagattqga
aatcattaaa

acacgtctca
ccaaagggat
agatttqggtt
tttgaaagcc
acatctttgc
ggatcaggcc
aggcttctgt
aagtctatct
agaggcttgc

tctgaccecac
gcacaggcag
ttagtcatga
actggggcca
cagttgtcag
gaatatgagg
ttctgcattc
ctgaacacaa
tga

1166
1226
1286
1346
1406
1466
1526
1586
1€46
1706
1766
181¢

<210>3

Met Leu

Gly Ala

Asp Arg

Gly val
50
GIn Ala
65
Arg Phe

Arg lle

Tyr Cys

val Arg
130

145
val Thr

Ala Asp

Leu Gly

<211> 187
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Thr

val Ala Gly
5
Pro Arg Ala
20
Pro Glu Glu
35
Leu Ser Ala

Arg Asn Ala

Arg Pro Pro
85
Ser Tyr Asp
100
Leu Cys Arg
115
Phe Arg Ser

Pro Ala Cys

[1e Pro val

165

Ser [le Asn
180

Phe Leu
Gly Arg
Leu Leu

Phe His
55

Ser Cys

70

Thr Asn

Pro Ala
Gly Cys
Ala Pro

135
Ala Gly

150
Gly Cys

Ser Ser

Leu Ala Leu Pro Pro Ser Trp Ala Ala
10 15
Arg Pro Ala Arg Pro Arg Gly Cys Ala
25 30
Glu GIn Leu Tyr Gly Arg Leu Ala Als
40 45
His Thr Leu GIn Leu Gly Pro Arg Glu
60
Pro Ala Gly Gly Arg Pro Ala Asp Arg
75 80
Leu Arg Ser Val Ser Pro Trp Ala Tyr
90 95
Arg Tyr Pro Arg Tyr Leu Pro Glu Ala
105 110
Leu Thr Gly Leu Phe Gly Glu Glu Asp
120 125
val Tyr Met Pro Thr Val Val Leu Arg
140
Gly Arg Ser Val Tyr Thr Glu Ala Tyr
155 160
Thr Cys ¥al Pro Glu Pro Glu Lys Asp
170 175
1le Asp Lys GIn Giy Ala Lys Leu Leu
185 190

Pro Asn Asp Ala Pro Ala Gly Pro

195

200
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<400> 3

<210>4

<211> 186
<212> PRT

Ala Gly Ala
1
Ala Asp Arg

Ala Gly val
35
Glu G1n Ala
50
Arg Arg Phe
65
Tyr Arg lle

Ala Tyr (ys

Asp Val Arg
115
Arg Arg Thr
130
Tyr val Thr
145
Asp Ala Asp

Leu Leu Gly

<213> Homo sapiens

<400> 4

ES 2300 154 T3

Pro Arg Ala Gly Arg Arg Pro Ala Arg Pro Arg Gly (ys

5
Pro Glu Glu Leu Leu
20
Leu Ser Ala Phe His
40
Asn Ala Ser (Cys
55
Pro Pro Thr Asn
70
Tyr Asp Pro Ala
85

Cys Arg Gly Cys

Arg
Arg
Ser

Leu

100

Phe Arg Ser Ala Pro

120

Ala Cys Ala Gly
135

Ile Pro Val Gly Cys
150

Ser Ile Asn Ser Ser

165
Pro Asn Asp Ala Pro
180

Pro

10 15

Glu Gln Leu Tyr Gly Arg Leu Ala

25 30

His Thr Leu GIn Leu Gly Pro Arg

45
Pro Ala Gly Gly Arg Pro Ala Asp
60
Leu Arg Ser Val Ser Pro Trp Als
75 80

Arg Tyr Pro Arg Tyr Leu Pro Glu
90 95

Leu Thr Gly Leu Phe Gly Glu Glu

105 110

¥al Tyr Met Pro Thr Val Vel Leu

125
Gly Arg Ser Val Tyr Thr Glu Ala
140
Thr Cys Val Proc Glu Pro Glu Lys
155 160

Ile Asp Lys GIn Gly Ala Lys Leu
170 175

Ala Gly Pro

185

Gly Ala Pro Arg Ala Gly Arg Arg Pro Ala Arg Pro Arg Gly Cys Ala

1

5

10 15

Asp Arg Pro Glu Glu Leu Leu Glu GIn Leu Tyr Gly Arg Leu Ala Ala

20

25 30

Gly val Leu Ser Ala Phe His His Thr Leu GIn Leu Gly Pro Arg Glu

35

40

a5

Gin Ala Arg Asn Ala Ser Cys Pro Ala Gly Gly Arg Pro Ala Asp Arg



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210>5
<211> 185
<212> PRT

50

Arg Phe Arg Pro

65
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55 60

Pro Thr Asn Leu Arg Ser Val Ser Pro Trp Ala

Arg Jle Ser Tyr Asp

Tyr Cys
Val Arg

Arg Thr
130

val Thr

145

Ala Asp

Leu Gly

<213> Homo sapiens

<400> 5

Ala Pro
Arg Pro
Yal Leu

Ala Arg
50

Phe Arg

65

Ile Ser

Cys Leu
Arg Phe

Thr Pro
130

Thr fle

145

Asp Ser

Leu Cys
100

Phe Arg

115

Pro Ala

Jle Pro
Ser Ile

Pro Asn
180

Arg Ala

Glu Glu
20

Ser Ala

35

Asn Ala

Pro Pro
Tyr Asp
Cys Arg
100
Arg Ser
115
Ala Cys
Pro Vsl

Ile Asn

85
Arg

Ser
Cys
val
Asn

16
Asp

Gly
Leu
Phe
Ser
Thr
Pro
85

Gly
Ala
Ala
Gly

Ser
165

Gly Pro Asn Asp Ala

180

70
Pro

Gly
Ala
Ala
Gly
150

Ser

Ala

Arg
Leu
His
Cys
Asn
70

Ala
Cys
Pro
Gly
Cys

150
Ser

Pro

75
Ala Arg Tyr Pro Arg Tyr Leu Pro Glu
90 95
Cys Leu Thr Gly Leu Phe Gly Glu Glu
105 110
Pro Val Tyr Met Pro Thr Val val Leu
120 125
Gly Gly Arg Ser Val Tyr Thr Glu Ala
135 140
Cys Thr Cys val Pro Glu Pro Glu Lys
155
Ser Tle Asp Lys GIn Gly Ala Lys Leu
170 175
Pro Ala Gly Pro
185

Arg Pro Ala Arg Pro Arg Gly Cys Ala
10 15
Glu GIn Leu Tyr Gly Arg Leu Ala Ala
25 30
His Thr Leu GIn Leu Gly Pro Arg Glu
40 45

Pro Ala Gly Gly Arg Pro Ala Asp Arg
55 60

Leu Arg Ser Val Ser Pro Trp Ala Tyr

75
Arg Tyr Pro Arg Tyr Leu Pro Glu Ala
90 as
Leu Thr Gly Leu Phe Gly Glu Glu Asp
105 110
val Tyr Met Pro Thr Val Val Leu Arg
120 125

Gly Arg Ser Yal Tyr Thr Glu Ala Tyr
135 140

Thr Cys Val Pro Glu Pro Glu Lys Asp

155
[le Asp Lys GIn Gly Ala Lys Leu Leu

170 175
Ala Gly Pro
185

Tyr
80

Ala
Asp
Arg
Tyr
Asp

160
Leu

Asp
Gly
Gln
Arg
Arg
Tyr
val
Arg
val
Ala

160
Leu
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<210> 6

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6

ccgggtegta ggagattctg tag

<210>7

<211>22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7
gcgtgetcag tgectteccac ca

<210> 8
<211> 1221
<212> ADN

<213> Mus musculis

<220>
<221> CDS
<222> (79)...(693)

<400> 8

cgotgtcgee cttatttact tegeagaaga gecttcagee cccctcctaa caagtctgga

aagcatcacg gcgacgeg atg ttg ggg aca ctg gtc tgg atg cte geg gte
Met Leu Gly Thr Leu Val Trp Met Leu Ala Val
1 5 10

ggc ttc ctg ctg gca ctg g¢g ccg g9gc €9c gcg 9cg ggc geg ctg agg
Gly Phe Leu Leu Ala Leu Ala Pro Gly Arg Ala Ala Gly Ala Leu Arg

15 20 25

4CC ggg agg €a9c ccg gCg Cgg ccg Cag gac tgc gcg gac cgg ccg gag
Thr Gly Arg Arg Pro Ala Arg Pro Arg Asp Cys Ala Asp Arg Pro Glu
30 35 40

939 ctc ctg gag cag ctg tac ggg cgg ctg gcg gec ggc gtg ctc aqc
Glu Leu Leu Glu GIn Leu Tyr Gly Arg Leu Ala Ala Gly val Leu Ser

60
111

159

207

255

23

22
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gcc
Ala
60

gce
A3

cCce
Pro

gac.
Asp

cga
Arg

agc
Ser
140

tgc
Cys

gtg
Val

aac
Asn

ag4g
Gly

ccetggecct gacadaacce accccatgat ccctggecge tgectaattt ttccaaaagg
acagctacat aagctttaaa tatatttttc aaagtagaca ctacatatct acaactattt
tgaatagtgg cagaaactat tttcatatta gtaatttaga gcaagcatgt tgtttttaaa

45

ttc
Phe

agc
Ser

ace
“hr

cct
Pro

gg9c
Gly
125

aca
Thr

gcg
Ala

ggc
Gly

tce
Ser

cgc
Arg
205

cac
His

toc
Cys

aac
Asn

qct
Ala
110

tgc
Cys

ccc
Pro

qcC
Gly

tgc
Cys

age

50

ES 2300 154 T3

cac acg ctg ceg ctc ggg
His Thr Leu GIn Leu Gly

65

€Cg gcc 9499
Pro Ala Gly Gly Arg

ctg
Leu
95

cgc

Arg

ctg
Leu

gtc
val

ggc
Gly

acc
Thr
175

atg

80
cgc

Arg

tt
Phe

acc
Thr

ttc
Phe

cgc
Arg
160

tgc
Cys

gac

age
Ser

ccg
Pro

999
Gly

tct
Ser
145

tct
Ser

gtg
vail

aag

Ser Met Asp Lys

190

g9c agg gCc

gig
Val

a4gg
Arg

ctc
Leu
130

cCd

tcg
Ser

tac
Tyr
115

tac
Tyr

gce

Pro Ala

gtg
val

cce
Pro

ctg
Leu

tac
Tyr

gaq
Glu

ctg
Leu
185

Ala

cce
Pro
100

ctg
Leu

999
Gly

gtg
val

gce
Ala

ccg
Pro
180

ctg
Leu

ccg cgc
Pro Arg
70

gce gac
Ala Asp
85

tg9 gcg
Trp Ala

CCC Qaa
Pro Glu

949 geg
Glu Glu

gtg ctg
val Leu
150

gad cac
Glu s
165

gac aag
Asp Lys

99g ccc

55

gag
Glu

cgc
Arq

tac
Tyr

gce
Ala

gac
Asp
135

€99
Arg

tac
Tyr

tee
Ser

gcc

Gly Pro Ala

cag

9<g

GIn Ala

cgc
Arg

499
Arg

tac
Tyr
120

ttc

ttc
Phe

att
[le
105

tgc
Cys

cgc

Phe Arg

cge

aca

cgc
Arg

€gg
Arg
90

*ce
Ser

ctg
Leu

ttt
Phe

acyg

Arg Thr Ala

atc
[le

acc
Thr

gcg gac
Ala Asp Ser

185

atc
[le
170

agt

aat
Asn
75

cca
Pro

tac
Tyr

tgc
Cys

cgc
Arg

gce
Ala
155

ccg

Pro

acg
Ala

gac agg <¢Ct 9cg
Asp Arg Pro Ala

200

tgatgccagg gactgeoccge catgacccag cttccrgeat gcatcaggic

303

351

399

447

495

591

639

687

803
863
923
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cttcttrgat atacaagcac atcacacaca tcccgttttc ctctagtagg attcttgagt
gcataattgt agtgctcaga tgaacttcct tctgetgcac tgtgecctgt ccctgagict
ctcctgtgge ccaagcttac taaggtgata atgagtgctc cggatctggg cacctaaggt
ctccaggtce ctggagaggg agggatgtgq gggggctaga accaagegee cctttgttct
ttagcttatg gatggtctta actttataaa gattaaagtt tttggtgtta ttctttcs

<210>9
<211> 205
<212> PRT

<213> Mus musculis

<400> 9

983
1043
1103
1163
1221

Met Leu Gly Thr Leu Val Trp Met Leu Ala Va) Gly Phe Leu Leu Ala

1
Leu Ala

Ala Arg

Leu Tyr
50

Leu GIn

65

Gly Gly

Ser Val
Pro Arg

Gly Leu
130

Ser Pro

145

Ser Val

Val Pro

Lys Leu

<210> 10
<211>23
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10

5 10 15

Pro Gly Arg Ala Ala Gly Ala Leu Arg Thr Gly Arg Arg Pro

Pro
35

Gly
Leu
Arg
Ser
Tyr
115
Tyr
Ala
Tyr
Glu

Leu
195

20 25 30

Arg Asp Cys Ala Asp Arg Pro Glu Glu Leu Leu Glu
40 45

Arg Leu Ala Ala Gly Val Leu Ser Ala Phe His His

55 60
Gly Pro Arg Glu GIn Ala Arg Asn Ala Ser Cys Pro
70 75
Ala Ala Asp Arg Arg Phe Arg Pra Pro Thr Asn Leu
85 90 95

Pro Trp Ala Tyr Arg Ile Ser Tyr Asp Pro Ala Arg

100 105 110

Leu Pro Glu Ala Tyr Cys Leu Cys Arg Gly Cys Leu
120 125

Gly Glu Glu Asp Phe Arg Phe Arg Ser Thr Pra val

135 140
Val Val Leu Arg Arg Thr Ala Ala Cys Ala Gly Gly
150 155
Ala Glu His Tyr Ile Thr Ile Pro Val Gly Cys Thr
165 170 175

Pro Asp Lys Ser Ala Asp Ser Ala Asn Ser Ser Met

180 185 190

Leu Gly Pro Ala Asp Arg Pro Ala Gly Arg
200 205

gatcatgggg tgggttttgt cag

<210> 11
<211>22

Gin
Thr
Ala
80

Arg
Phe
Thr
Phe
Arg
160
Cys

Asp

23
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 11
gaggacttcc getttcgcaa ca

<210> 12

<211> 183

<212> PRT

<213> Mus musculis

<400> 12

Ala Gly Ala Leu Arg Thr Gly Arg Arg Pro Ala Arg Pro Arg Asp Cys
1 5 10 15
Ala Asp Arg Pro Glu Glu Leu Leu Glu GIn Leu Tyr Gly Arg Leu Ala
20 25 30
Ala Gly Val Leu Ser Ala Phe His His Thr Leu Gin Leu Gly Pro Arg
35 40 45
Glu GIn Ala Arg Asn Ala Ser Cys Pro Ala Gly Gly Arg Ala Ala Asp
50 55 60
Arg Arg Phe Arg Pro Pro Thr Asn Leu Arg Ser Val Ser Pro Trp Ala
65 70 75 80
Tyr Arg lle Ser Tyr Asp Pro Ala Arg Phe Pro Arg Tyr Leu Pro Glu
85 90 95
Ala Tyr Cys Leu Cys Arg Gly Cys Leu Thr Gly Leu Tyr Gly Glu Glu
100 105 110
Asp Phe Arg Phe Arg Ser Thr Pro Val Phe Ser Pro Ala Val Val Leu
115 120 125
Arg Arg Thr Ala Ala Cys Ala Gly Gly Arg Ser Val Tyr Ala Glu His
130 135 140
Tyr Ile Thr 1le Pro val Gly Cys Thr Cys Val Pro Glu Pro Asp Lys
145 150 155 160
Ser Ala Asp Ser Ala Asn Ser Ser Met Asp Lys Leu Leu Leu Gly Pro
165 170 175
Ala Asp Arg Pro Ala Gly Arq
180

<210> 13
<211> 30
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Gin Leu Gly Pro Arg Glu GIn Ala Arg Asn Ala Ser Cys Pro Ala Gly
1 5 10 15
Gly Arg Pra Ala Asp Arg Arg Phe Arg Pro Pro Thr Asn Leu
20 25 30

22
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<210> 14

<211> 21

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Gly Glu Glu Asp Val Arg Phe Arg Ser Ala Pro Val Tyr Met Pro Thr

1 5 10 15
Val val Leu Arg Cys
20

<210> 15
<211> 34
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Cys Yal Pro Glu Pro Glu Lys Asp Ala Asp Ser lle Asn Ser Ser Ile
| 5 10 15
Asp Lys GIn Gly Ala Lys Leu Leu Leu Gly Pro Asn Asp Ala Pro Als
20 25 30

Gly Pro

<210> 16

<211> 2361

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (572)...(1202)

<400> 16

gaattcggca cgagggtcag ggaagtattc agtgctttgt tgtagagttg ttggatagag
gcacaggatc atttcatgtt gttgaggaga aaggagcaac agcctcctce caccttatta
ddaatagaga tttaaaaaaa cctctaattt cctcgsagta cagaatctca agaggtagct
ctaaggagaa tccctctgag tttgageaca ttectcttee agggggecta ttettggact

10

60
120
180
240
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gctttectta atagagaaat ctctctgage caaaatcgge ctcccccaat tccatectgt
cggceecact tttetgetee ggagacttce aagecagice ccactectec ttcagecagt
£gggCecgea cecgegeeeg 9cagggecag cccteteCte ctecigegtg gegeagcace
ggccctgage gegrgaccee aggecctggg €geccegecyg catgetegeg getggaaged
ccagtttgeg tggeccticg ggttaticcg ctcaagagee geegegtege cccatctegg

ES 2300 154 T3

tgcgastcta aaagegettt cgggggagaa g atg ttg 9gg gea ctg gic tgg
Met Leu Gly Ala Leu Val Trp

atg
Met

ggc
Gly

gac
Asp
40

Gly

cag
Gln

cac
arg

aga
Arg

tac
Tyr
120

gtg

clg
Leu

gce
Ala
25

g
Ary

gLy
Val

t1c
Phe

atc
e
105

tgc
Cys

cgc

Val Arg

gta gcc
val Ala
10

CCq agg
Pro Arg

ccQ gag
Pro Glu

ctc agt
Leu Ser

€gC aac
Arg Asn
75

Cgg
Arg
90

ccqg
Pro

tee tac
Ser Tyr

ctg tgc
Leu Cys

tte ¢qc
Phe Arg

ggc ttc ctg <tg
Gly Phe Leu Leu
t5

gcg ggc agg cgc
Ala Gly Arg Arg
30

gag cta ctg gag
Glu Leu Leu Glu
45

gce tte cac cac
Ala Phe His His
60

gcg agec tgc ccg
Ala Ser Cys Pro

€CC acc aac
Pro Thr Asn

clg
Leu
a5

gac ccg gcg
Asp Pro Ala
110

Glele]
Arg

€99 ggc tgc cig
Arg Gly Cys Leu
125

agc gcc cct gtc
Ser Ala Pro Yal
140

1

gcg ctg ccg
Ala Leu Pro

Cce gcg <gg
Pro Ala Arg

cag ctg tac
Gin Leu Tyr
50

acqg Ctg cag
Thr Leu Gin
65

GCa 999 ggc
Ala Gly Gly

80

age gtg
Ser Val

cye
Arg

tac ccc agg
Tyr Pro Arg

acc ggg ctg
Thr Gly Leu

130

tac atg ccc

5

£Cg agc tgg gcc
Pra Ser Trp Ala
20

€cg cgg ggc igc
Pro Arg Gly Cys
35

ggg cgc ctg gcy
Gly Arg Leu Ala

ctg agg ccg cat
Leu Gly Pro Arg
70

agg CcCc gec gac
Arg Pro Ala Asp
85

tcg ccc tgy gec
Ser Pra Trp Ala
100

tac ctg cct gaa
Tyr Leu Pro Glu
115

ttc ggc gag gag
Phe Gly Glu Glu

acc gic gtc ctg

gcg
Ald

qcg
Ala

gce
Ala
55

gag
Ghu

cqc
Arg

2ac
Tyr

qce
Ala

Qac
Asp
135

cgc

Tyr Met Pro Thr val val Leu Arc

145

11

150

300
360
420
480
540
562

640

aluls

136

832

880

928

976

1024
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€gec acc ccc gee tge gec ggc¢ ggc cgt tcc gtc tac acc gag gec tac 1972
Arg Thr 2ro Ala Cys Ala Gly Gly Arg Ser Val Tyr Thr Glu Ala Tyr
155 160 165

gtc 4cc ate ccc gtg gge tge acc tge gtc ccc gag €Ccg gag aay gac 1120
val Thr ile Pro val Gly Cys Thr Cys Val Pro Glu Pro Glu Lys Asp
170 175 180

gca gac agec atc aac tcc 2gc atc gac daa cag ggc gcc aag ¢ic ctg 1168
Ala Asp Ser Ile Asn Ser Ser Ile Asp Lys Gln Gly Ala Lys Leu Leu
185 190 195

(-
~N
()
~d

ctg ggc ccc aac gac gcg ccc get gge ccc tga g geeggtectyg
Leu Gly Pra Asn Asp Ala Pro Ala Gly Pro *
200 205

€cccgggagg tcteceegge cegcateceg aggegeccaa getggaqecg cctggaggge 1272
Lcggteggeg acctetgaag agagtgcece gagcaaacca agtgccggag caccagegee 1332
gcetttecat ggagactcgt aagcagcttc atctgacacg ggaatccctg gettgettitr 1392
agctacaage aagcagcgtg gctggaaget gatgggaaac gacccggeac gggcatcctg 1452
tgtgcggeee gecatggaggg tttggaaaag ttcacggagg ctccctgagg agectctcag 1512
atcggetget gegggtgcag ggcgtgactc accgetgggt gettgecaaa gagataggga 1572
cgcatatgct ttttaaagcs etctaaaaat aataataagt atagcgacta tatacctact 1632
tttaaaatca actgttttga atagaggcag agctatttta tattatcaaa tgagagctac 1692
tctgttacat ttcttaacst ataaacatcg ttttttactt cttctggtag aattttttaa 1752
agcataattg gaatccttgg atasattttg tagetggtac actctggect gggtctctga 1812
attcageetg tcaccqgatgg ctgactgatg aaatggacac gtctcatctg acccactett 1872
cctrccactg aaggtcttca cgggecteca ggtggaccaa agggatgcac aggeggetcg 1932
catgccccag ggccagetaa gagttccaaa gatctcagat ttggttttag tcatgaatac 1992
ataaacagtc tcaaactcgc acaatttitt cccccttttg aaagccactg gggccaattt 2052
gtggttaaga gytggtgaga taagaaglgg aacgtgacat cttitgcecagt tgtcagaaga 2112
atccaagcag gtattggett agtigtaagg gctttaggat caggccgaat atgaggacaa 2172
agtgggccac gtragcatct gcagagatca atctggagge ttctgtrict gcattctgee 2232
acgagagcta ggtccttgat cttttcttta gattgaaagt ctgtctcetga acacaattat 2292
ttgtaaaagt tagaagttct tttttaaatc attaasaagag gcttgctgas aaaaaaaaaa 2352
EEEEEEEET 2361

<210> 17
<211> 209
<212> PRT

<213> Homo sapiens

60

65
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<400> 17

ES 2300 154 T3

Met Leu Gly Ala Leu Val Trp Met Leu Val Ala Gly Phe Leu Leu Ala

1

5 10

15

Leu Pro Pro Ser Trp Ala Ala Gly Ala Pro Arg Ala Gly Arg Arg Pro

Ala Arg

Leu Tyr
50

Leu GIn

65

Gly Gly

Ser Val
Pro Arg

Gly Leu
130

Met Pro

145

Ser Val

val Pro Glu Pro Glu

Lys GIn

Pro

<210> 18
<211> 187
<212> PRT

<213> Homo sapiens

20 25
Pro Arg Gly Cys Ala Asp Arg Pro Glu
35 40
Gly Arg Leu Ala Ala Gly Val Leu Ser
55
Leu Gly Pro Arg Glu GIn Ala Arg Asn
/0 75
Arg Pro Ala Asp Arg Arg Phe Arg Pro
85 90
Ser Pro Trp Ala Tyr Arg lle Ser Tyr
100 105
Tyr Leu Pro Glu Ala Tyr Cys Leu Cys
115 120
Phe Gly Glu Glu Asp Val Arg Phe Arg
135
Leu Arg Arg Thr Pro Ala
150 155
Ala Tyr Val Thr Ile Pro
170
Lys Asp Ala Asp Ser lle
185
Leu Leu Leu Gly Pro Asn
200

Thr va! Val

Tyr Thr Glu
165

180

Gly Ala Lys
195

13

30
Glu Leu Leu
45
Ala Phe His
60
Ala Ser Cys

Pro Thr Asn

Asp Pro Ala
110
Arg Gly Cys
125
Ser Ala Pro
140
Cys Ala Gly

val Gly Cys

Asn Ser Ser

190

Asp Ala Pro
205

Glu GlIn
His Thr

Pro Ala
80

Leu Arg

95

Arg Tyr

Leu Thr

Val Tyr

Gly Arg
160

Thr Cys

175

1le Asp

Ala Gly
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<400> 18

<210> 19
<211> 54

<212> PRT

ES 2300 154 T3

Ala Gly Ala Pro Arg Ala Gly Arg Arg Pro Ala Arg Pro Arg Gly Cys
1 5 10 15

Ala Asp Arg Pro Glu Glu Leu Leu Glu GIn teu Tyr Gly Arg Leu Ala

20 25 30
Ala Gly Val Leu Ser Ala Phe His His Thr Leu Gln Leu Gly Pro Arg
35 40 45
Glu Gin Ala Arg Asn Ala Ser Cys Pro Ala Gly Gly Arg Pro Ala Asp
50 55 60

Arg Arg Phe Arg Pro Pro Thr Asn Leu Arg Ser Val Ser Pro Trp Ala

65 70 75 80

Tyr Arg Ile Ser Tyr Asp Pro Ala Arg Tyr Pro Arg Tyr Leu Pro Glu
85 90 95

Ala Tyr Cys Leu Cys Arg Gly Cys Leu Thr Gly Leu Phe Gly Glu Glu
100 105 110
Asp Val Arg Phe Arg Ser Ala Pro Val Tyr Met Pro Thr val val Leu
115 120 125
Arg Arg Thr Pro Ala Cys Ala Gly Gly Arg Ser Val Tyr Thr Gtlu Ala
130 135 140
Tyr val Thr [1e Pro Val Gly Cys Thr Cys Val Pro Glu Pro Glu Lys
145 150 155 160
Asp Ala Asp Ser lle Asn Ser Ser Ile Asp tys GIn Gly Ala Lys Leu
165 170 175
Leu Leu Gly Pro Asn Asp Ala Pro Ala Gly Pro
180 185

<213> Homo sapiens

<400> 19

<210> 20
<211> 16
<212> PRT

GIn Leu Gly Pro Arg Glu GIn Ala Arg Asn Ala Ser Cys Pro Ala Gly
1 5 10 15
Gly Arg Pro Ala Asp Arg Arg Phe Arg Pro Pro Thr Asn Leu Arg Ser
20 25 30
Val Ser Pro Trp Ala Tyr Arg lle Ser Tyr Asp Pro Ala Arg Tyr Pro
35 40 45
Arg Tyr Leu Pro Glu Ala
50

14
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<213> Homo sapiens

<400> 20
Arg Pro Ala Asp Arg Arg Phe Arg Pro Pro Thr Asn Leu Arg Ser Val
1 5 10 15
<210> 21
<211> 57
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21
Arg Arg Thr Pro Ala Cys Ala Gly Gly Arg Ser Val Tyr Thr Glu Ala
] 5 10 15
Tyr Val Thr Ile Pro Val Gly Cys Thr Cys Val Pro Glu Pro Glu Lys
20 25 30
Asp Ala Asp Ser Ile Asn Ser Ser [le Asp Lys GIn Gly Ala Llys Leu
35 40 45
Leu Leu Gly Pro Asn Asp Ala Pro Ala
50 5%
<210> 22
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Ser Tyr Asp Pro Ala Arg Tyr Pro Arg Tyr Leu Pra Glu Ala
1 5 10

15
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