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y
DESCRIPCION
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere de forma general al campo de la ingenieria
genética y mas particularmente a factores de crecimiento para neuronas, sobre todo
para neuronas dopaminérgicas en el SNC (sistema nervioso central) y a genes del

factor de crecimiento.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El estudio de los mecanismos de regulacion del destino neuronal tiene
importancia para entender la determinacion, la diferenciacion y el mantenimiento de
las neuronas. En segundo lugar, la identificacidbn de reguladores extracelulares e
intracelulares que son importantes en la determinacién del fenotipo neuronal, ha
atraido un interés considerable debido a su posible importancia terapéutica en el
tratamiento de diversas enfermedades neurodegenerativas. El papel de las sefales
extracelulares en la determinacion de la diversidad del sistema nervioso en
vertebrados se ha estudiado de forma extensiva. Los factores secretados mejor
caracterizados implicados en el control del desarrollo y en el sistema nervioso de
adultos son las familias del factor de crecimiento nervioso (FCN, NGF por sus siglas
en inglés “nerve growth factor”) y el factor neurotrofico derivado de una linea celular
gliar (GDNF, siglas en inglés) de los factores neurotréficos (revisado en Bibel y Barde,
2000, Genes Dev 14:2919-2937; Airaksinen et al. 1999, Mol Cell Neurosci 13:313-325;
Airaksinen y Saarma, 2002, Nat Rev Neurosci 2002, 3:383-394). Estos factores
neurotréficos promueven la supervivencia, la diferenciacion y el mantenimiento de
poblaciones neuronales especificas en vertebrados. Posteriormente, se ha
demostrado que tienen otras funciones importantes, incluyendo la regulacion de la
plasticidad sinaptica dependiente de la actividad, la estimulacion de la produccion de
neuritas y la proteccién y reparacién de neuronas durante el dafio de los tejidos.

El factor promotor de la supervivencia de neuronas dopaminérgicas MANF1 se
describe en el documento WO 02/074956. MANF1 es un homélogo de MANF2 (es
decir, SEQ ID NO:2) descrito en la presente invencion.

El documento WO 02/079246 describe una proteina rica en arginina humana,
que es un 100 % idéntica a la proteina segun SEQ ID NO:2 de la presente invencion.
Se supone que existe una relacién con el cancer y los inventores proponen usos

diagnosticos y terapéuticos de la proteina y la secuencia de acido nucleico codificante.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion describe una nueva proteina del factor neurotréfico,
MANF2 y una secuencia genética que codifica a la misma. La molécula sera util en el
desarrollo de una variedad de agentes terapéuticos y diagnésticos utiles en el
tratamiento, la profilaxis y/o el diagnostico de afecciones dependientes de MANF2. La
molécula de la presente invencion es también un efector Util de neuronas primarias y
centrales.

Recientemente, se ha identificado un nuevo factor neurotréfico humano, el
factor neurotréfico derivado de astrocitos mesencefalico (MANF1, denominado en este
documento MANF1) y se ha demostrado que protege la supervivencia de las neuronas
dopaminérgicas mesencefalicas embrionarias en cultivo (solicitud de patente
WO00119851). MANF1 es una proteina secretada de 20 kD sin una homologia
significativa respecto a otras familias de proteinas conocidas. Las propiedades in vitro
de MANF1 sugieren que pudiera ser usada para el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson y posiblemente, para el tratamiento de otras enfermedades
neurodegenerativas. El amplio modelo de expresion de MANF1, sin embargo,
(Shridhar et al., 1996, Oncogene 12:1931-1939) también sugiere que puede tener
otras funciones aun no descubiertas fuera del sistema nervioso, y efectos en muchos
tipos de células diferentes.

MANF1 es, por lo tanto, una molécula importante que la hace una diana
potencialmente valiosa para la investigacion en agentes terapéuticos, profilacticos y
diagndsticos basados en MANF1 o sus actividades. Queda también una necesidad de
identificar homodlogos o, por otro lado, moléculas relacionadas para uso como una
alternativa a MANF1 o junto con MANF1.

Con el trabajo que se ha llevado a cabo hasta el momento en la presente
invencion, los inventores han descubierto una nueva molécula llamada MANF2 que es
un nuevo factor de crecimiento relacionado con MANF1.

En consecuencia, un aspecto preferido de la presente invencion comprende
una molécula proteica aislada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:2 de la FIGURA 7 o sus fragmentos funcionales.

En todavia otro aspecto preferido de la invencién se proporciona la molécula en
su forma recombinante.

La molécula aislada o recombinante de la presente invencién puede estar

glicosilada de forma natural o puede comprender un modelo de glicosilacion
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modificado segun qué células se aislen o sinteticen. Por ejemplo, de ser producida por
medios recombinantes en organismos procariotas, la molécula no estaria glicosilada.

También se describen composiciones farmaceéuticas del polipéptido de MANF2
opcionalmente formuladas. Las composiciones del polipéptido de la presente invencién
pueden comprender ademas a un vehiculo aceptable, tal como un vehiculo hidréfilo,
p.ej., farmacéuticamente aceptable. Dichas composiciones son utiles en el tratamiento
de condiciones dependientes de MANF2.

Un aspecto preferido son los anticuerpos que se unen especificamente a
MANF2. Los anticuerpos preferidos son anticuerpos monoclénicos que no son
inmundgenos en los seres humanos. Los anticuerpos preferidos se unen a MANF2 con
una afinidad de al menos aproximadamente 10 M, méas preferentemente 107 M.

Ademas de lo anterior, la invencion proporciona moléculas de acido nucleico
aisladas, vectores de expresion y células huésped que codifican a MANF2 que pueden
usarse en la produccién recombinante de MANF2 segun se describe en este
documento. Las moléculas de acido nucleico aisladas y los vectores son también Utiles
para preparar animales transgénicos no humanos y para aplicaciones de terapia
génica para tratar a pacientes con defectos de MANF2.

La molécula MANF2 de la presente invencion sera util en el desarrollo de una
variedad de aplicaciones terapéuticas y/o diagnésticas simples o en combinacién con
otras moléculas tales como MANF1. La presente invencion abarca, por lo tanto, a
composiciones farmacéuticas que comprenden la molécula de MANF2 o sus
fragmentos funcionales junto con uno o varios vehiculos farmacéuticamente
aceptables y/o diluyentes. Ademas, la presente invencién abarca a vectores que
comprenden la secuencia de &cido nucleico expuesta en SEQ ID NO:1 de la FIGURA
7'y las células huésped que comprenden al mismo.

Otro aspecto mas de la presente invencién se refiere a una molécula de acido
nucleico que codifica la molécula de MANF2 descrita en este documento. Mas
particularmente, la presente invencion proporciona una molécula de acido nucleico que
comprende una secuencia de nucledtidos como la expuesta en SEQ ID NO:1 de la
FIGURA 7.

Aunque puedan usarse otros métodos y materiales similares o equivalentes a
los descritos en este documento en la practica o andlisis de la presente invencion, los
métodos y materiales adecuados son los descritos a continuacion. Los materiales, los
métodos y los ejemplos son soélo ilustrativos y no se tiene pretende que sean

restrictivos.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIGURA 1. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de MANF2 y
MANF1 en Homo sapiens. El alineamiento fue generada con el programa ClustalX.
Los residuos de aminoacidos idénticos son marcados con asterisco; segun las
caracteristicas fisicoquimicas de los residuos, la similitud alta esta marcada con dos
puntos dobles y de forma similar con un punto. Las secuencias sefial estan
subrayadas. Los motivos de hélice alfa de la estructura secundaria son conservados
entre MANF1 y MANF2 y se marcan por encima de las secuencias. También estan
marcadas las ocho cisteinas conservadas (encuadradas).

FIGURA 2. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de MANF2 en
Homo sapiens y Mus musculus. Para las explicaciones de los simbolos, véase la
FIGURA 1.

FIGURA 3. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de MANF de
organismos seleccionados. Las secuencias fueron adquiridas realizando busquedas
Blast en el servidor de la pagina del National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nlh.gov). En algunos casos, la secuencia fue ensamblada a partir
de la secuencia gendémica y en algunos casos ensamblando el sobrelapamiento de
marcadores de secuencias expresadas.

FIGURA 4. Dendrograma de proteinas de la familia de MANF de
organismos seleccionados.

FIGURA 5. Analisis de la expresion de MANF2 humano en los diferentes
tejidos analizados por RT-PCR. Se usaron cebadores que amplificaban los genes de
MANF2 humanos de cadena entera (h-MANF2-atg y h-MANF2-stop-del) en la PCR
con la ADN polimerasa de Dynazyma (Finnzymes) y tampén de Dynazyma 10x. El
volumen total de la reaccion PCR fue 25 ul. Una temperatura de hibridaciéon de 55
grados Celsius y un tiempo de extension de 30 segundos fueron usados con 35 ciclos
totales en la PCR. Se usaron en la FIGURA 5C los cebadores h-MANF2-atg y h-
MANF2-int-as.

FIGURA 5A: Bandas: 1 glandula suprarrenal, 2 médula ésea, 3 cerebro fetal, 4
cerebro adulto, 5 cerebelo, 6 colon, 7 corazén, 8 rindn, 9 higado fetal, 10 higado
adulto, 11 pulmén, 12 glandula mamaria, 13 musculo, 14 pancreas.

FIGURA 5B: Bandas: 1 placenta, 2 prostata, 3 glandula salival, 4 intestino
delgado, 5 médula espinal, 6 bazo, 7 estomago, 8 testiculo, 9 timo, 10 tiroides, 11

traquea, 12 Gtero, 13 agua.
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FIGURA 5C: Bandas: 1 hipocampo, 2 talamo, 3 amigdala, 4 cuerpo calloso, 5
cerebelo, 6 nucleo caudal, 7 corteza, 8 sustancia negra, 9 cerebro fetal, 10 cerebro, 11
agua.

FIGURA 6. Analisis de proteina recombinante de MANF2 en humano y
ratdbn segun se expresa en células COS7. Fueron generados constructos de
expresion que contienen genes de MANF2 de cadena entera humanos y de ratdén con
marcadores de hexahistidina del extremo carboxi-terminal y V5 clonando los cADN de
codificantes cadena entera sin codones de parada en el vector de expresién de
pcADNS.1 (Invitrogen). Las células Cos7 cultivadas en DMEM con FCS al 10 % y
antibiéticos fueron puestos en placas de 35 mm y se transfectaron con 4 ug del
plasmido cuando crecieron hasta una confluencia de aproximadamente el 70 %. Los
medios fueron sustituidos por medio sin suero 24 horas después de la transfeccion.
Las células y los sobrenadantes fueron recogidos 72 horas después de la transfeccion.
La proteina del gel SDS-PAGE desnaturalizante al 15 % se transfirié en la membrana
de nilén, se bloqued con BSA al 5 % en TBS-Tween (0,1 %) y se detecté con
anticuerpo anti-V5 de ratén (dilucién 1:5000) y anticuerpo secundario de
inmunoglobulina antiraton de cabra conjugado con HRP (dilucién 1:2000) usando el
método ECL. Banda 1 Células transfectadas con el vector de expresidén que codifica el
gen humano de MANF2, lisado de células; Banda 2 Células transfectadas con el
vector de expresiébn que codifica para células transfectadas del gen humano de
MANF2, sobrenadante; Banda 3 Células transfectadas con el vector de expresién que
codifica para el gen de MANF2 de ratén, lisado de células; Banda 4 Células
transfectadas con el vector de expresién que codifica para el gen de MANF2 de ratén,
sobrenadante.

FIGURA 7. Secuencias de aminoacido y acido nucleico de MANF2 en
Homo sapiens y Mus Musculus.

FIGURA 8. Expresion de mARN de MANF2 en cerebro de ratén P10 por
hibridacion in situ. Se hibridaron secciones coronarias con sondas de cARN sentido
(A, C) y antisentido (B, D, E, F) y se fotografiaron bajo campo oscuro y campo brillante.
El mMARN de MANF2 se detect6 principalmente en el tdlamo y el hipocampo cuando se
comparaba con los controles sentido. F, granos de plata localizados en el tdlamo. En
el cerebro postnatal y adulto, el modelo de expresion de mARN de MANF2 es mas
restringido comparando con la expresion del mMARN de MANF1, y el nivel de expresién

era mas abajo que el de MANF1. Durante el desarrollo embrionario del ratén, el mARN
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de MANF2 no se expresaba en niveles detectables como se mide por hibridacién in
situ. CTX, corteza cerebral; Th, talamo; Hc, hipocampo. Escala de medida 1 mm.

FIGURA 9 Expresion del mARN de MANF2 en seminiferous tubuli en
testiculo de ratéon adulto como se detecta por hibridacion in situ. Las secciones
se hibridaron con sondas de cARN sentido (A) y antisentido (B, C, D) y se fotografiaron
bajo campo oscuro y campo brillante. Escala de medida 500 um en Ay B, 100 um en
CyD.

FIGURA 10. La proteina MANF2 recombinante de células COS-7 promueve
la supervivencia de neuronas del ganglio de raiz dorsal (DRG) de ratén E16 in
vitro. Los sobrenadantes de células COS-7 transitoriamente transfectadas con MANF2
de ratén en pcADN3.1 o MANF1 en pcADN3.1, o con GFP (pGreenLantern, Gibco)
fueron recogidos y concentrados. Las proteinas MANF2 y MANF1 se aplicaron a
cultivos neuronales a una concentracion de 100 ng/ml. Las células se cultivaron
durante 6 dias, y se contaron las neuronas vivas.

Bandas: 1, NGF (100 ng/ml); 2, ningun factor anadi6; 3, COS-7/GFP; 4,
MANF1 de COS-7/raton; 5, MANF2 de COS-7/raton.

FIGURA 11. La proteina MANF2 recombinante producida en células COS-7
promueve la supervivencia de neuronas dopaminérgicas de rata E14 in vitro. Los
sobrenadantes de células COS-7 transitoriamente transfectados con MANF2 de raton
o humano en pcADN3.1, MANF1 de ratén o humano en pcADN3.1 o con GFP
(pGreenLantern, Gibco) fueron recogidos y concentrados. Para probar la actividad
promotora de la supervivencia, se aplicaron las proteinas MANF a cultivos de células
de dopamina a una concentracién de 100 ng/ml. El sobrenadante de células
transfectadas con GFP y GDNF (100 ng/ml) fue usado como control negativo y
positivo, respectivamente. Las células se cultivaron durante 6 dias, se fijaron y se
tineron con anticuerpo anti-TH. Tanto el MANF2 de humano como el de ratdon
promovieron la supervivencia de neuronas dopaminérgicas tan eficazmente como el
MANF1 de humano y ratén. Bandas en paneles A y B: 1, ningun factor anadio; 2,
GDNF; 3, COS-7/GFP; 4, MANF1 de COS-7/humano; 5, MANF1 de COS-7/raton; 6,
MANF2 de COS-7/humano; 7, MANF2 de COS-7/ratén.

FIGURA 12. La proteina de MANF2 recombinante producida en células Sf9
promueve la supervivencia de neuronas dopaminérgicas de ratén E13 in vitro.
Fue establecida la linea celular de Sf9 estable que secreta al MANF2 humano, vy la
proteina MANF2 fue purificada a partir de medio condicionado. Se cultivaron neuronas

dopaminérgicas con o sin factores durante 6 dias, se fijaron y se tifieron con
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anticuerpo anti-TH. El experimento fue repetido con resultados iguales. Bandas: 1,
GDNF (10 ng/ml); 2, ningun factor afadié; 3, MANF2 (1000 ng/ml); 4, MANF1 (100
ng/ml).

FIGURA 13. Purificacion de la proteina MANF2 a partir de la linea celular
estable de Sf9-hMANF2.

A. Transferencia Northern con anticuerpo anti-V5 que muestra la secrecion de
proteina.

B. Banda 1, Muestra después de la etapa de purificacién 1 y banda 2, después
de la etapa 2.

FIGURA 14. Purificacion de la proteina MANF2 a partir del sobrenadante
de células COS-7.

A. MANF2 de ratdn His- marcado (banda 1) y humano (banda 2) después de la
etapa de purificacion 1. Las células COS-7 fueron transitoriamente transfectadas con
MANF2 de ratén o humano en pcADN3.1, el medio de cultivo fue recuperado y las
proteinas His-marcadas fueron precipitadas con Ni-sepharose y se eluyeron con
imidazol. La parte del eluato (10 o 20 ul) se cargd en un gel SDS-PAGE al 15 %, y las
proteinas se tifieron con azul de Coomassie.

B. Proteinas recombinantes MANF1 (banda 1) y MANF2 (banda 2) purificadas
por cromatografia de fase inversa y transferidas en una membrana PVDF.

FIGURA 15. Punto de corte de la senal secretora de la proteina MANF2
humano. La proteina MANF2 recombinante que contiene la secuencia sefal original
fue producida en células COS-7. La proteina purificada se sometié a digestién triptica,
y los fragmentos peptidicos se analizaron por espectrometria de masas de Q-TOF. El
andlisis verifico el punto de corte de la secuencia sefial entre los aminoacidos en la
posicion 26 y 27.

FIGURA 16 MANF2: Pruebas behavioristicas. Una inyeccion sola de MANF2
seis horas antes de la administracién de 6-OHDA en el estriado dorsal de ratas adultas
redujo considerablemente el comportamiento del giro ipsilateral inducido por
anfetaminas a las 2 y 4 semanas después de la lesion.

FIGURA 17. Analisis morfolégico. Una inyeccion sola de MANF2 seis horas
antes de la administracién de 6-OHDA en el estriado dorsal de ratas adultas rescat6

casi completamente las células positivas a tirosina hidroxilasa en la sustancia negra.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Realizando busquedas Blast en el National Center for Biotechnology
Information (NCBI) del servidor de la pagina web de la Biblioteca Nacional de Medicina
(NLM) (Véase Altschul et al. " Gapped BLAST(R) and PSI-BLAST: a new generation of
protein database search programs”, Nucleic Acids Res. 25 (1997): 3389-3402), los
inventores identificaron a varios cCADN de EST (marcador de la secuencia expresada)
en humano y ratén que comparten un nivel alto de similitud de secuencia para MANF1.
Sin embargo, ninguno de los EST humanos contenia un marco de lectura
completamente abierto de un homélogo de MANF1 obvio ya que muchos de ellos
contenian inserciones, deleciones y extremos 5' de longitud diferente que no
compartian ninguna homologia con MANF1.

Los inventores ensamblaron varios clones de cADN de EST humanos parciales
qgue eran homélogos a MANF1 en un contig y disefaron cebadores (véase el Ejemplo
1) para la clonacién de un cADN de longitud completa de un posible homélogo de
MANF1 de humano y raton. Sorprendentemente, los inventores fueron capaces de
clonar a los cADN de cadena entera de raton y humano por RT-PCR de cerebro y lo
llamaron MANF2 de ratén y humano (véase la FIGURA 7 para secuencias de
aminoacidos y de &cido nucleico de MANF2 de humano y raton).

Tanto los cADN de MANF2 de humano como de ratén codifican 187 proteinas
de aminoacido (FIGURAS 1 y 2). Las secuencias de aminoacidos totales de MANF1
humano y MANF2 humano, y MANF1 de raton y MANF2 de raton comparten
aproximadamente una identidad del 65 % respectivamente (véase la Tabla A). Tanto la
proteina MANF1 como MANF2 tienen un modelo Unico de ocho cisteinas conservadas.
Los analisis bioinformaticos mostraron que MANF2 humano es codificado por un gen
relativamente pequeno codificado por cuatro exones, localizados en el cromosoma 10.
La estructura secundaria de las proteinas MANF2 de humano y ratéon, de manera
similar a la proteina MANF1, es dominada por alfa-helices y colas aleatorias. Ademas,
los analisis bioinformaticos del genoma y las secuencias de EST de varios organismos
sugieren que los mamiferos tenian dos genes de MANF, los peces, los anfibios y las
aves al menos un gen de MANF y el nematodo Caenorhabditis elegans y la mosca de
la fruta Drosophila melanogaster un gen de MANF (FIGURAS 3y 4).

Los inventores también analizaron la expresion del mARN de MANF2 por RT-
PCR. Los resultados mostraron que el mMARN de MANF2 esta ampliamente expresado,
pero a niveles relativamente bajos, en 26 tejidos humanos diferentes y en las ocho
regiones cerebrales humanas diferentes que fueron analizadas. Los niveles de



10

15

20

25

ES 2352205 T3

9

expresion variaron algo entre los diferentes tejidos. En el cerebro, los niveles de
MARN de MANF2 son inferiores en el cerebro fetal comparado con el cerebro adulto
(FIGURA 5). Se obtuvieron resultados similares para la expresion de MANF2 en ratén.

Para estudiar si la proteina MANF2 es secretada, los inventores generaron
constructos de expresion que codificaban las proteinas de fusion de MANF2 humano
de V5-His-marcado y analizaron su expresion y secrecion en células Cos-7. Los
resultados mostraron que MANF2 es una proteina de 20 kDa secretada, con
glicosilacién potencial y/o procesamiento post-translacional (division) implicados
(FIGURA 6).

TABLA A

MANF1 vs. MANF2

Identidad de aminoacido (%)*

Hs-MAMF1 | Hs-MANF2 | Mm-MANF1 | Mm-MANF2
Hs-MANF1 100 - - -
Hs-MANF2 | 65 100 - -
Mm-MANF1 | 98 63 100 -
Mm-MANF2 | 65 80 65 100
Similitud de aminoacido (%)*

Hs-MAMF1 | Hs-MANF2 | Mm-MANF1 Mm-MANF2
Hs-MANF1 | 100 - - -
Hs-MANF2 | 79 100 - -
Mm-MANF1 | 98 78 100 -
Mm-MANF2 | 78 88 78 100

*Secuencias senal omitidas

A menos que sean definidos de otra forma, todos los términos técnicos vy
cientificos tienen el mismo sentido que entienda comunmente cualquier experto en la
técnica a la cual pertenece esta invencién. Se muestran las definiciones mas abajo
para una mayor claridad.

"Aislado" cuando se refiere a una molécula, se refiere a una molécula que ha

sido identificada y separada y/o recuperada a partir de un componente de su ambiente
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natural y que por lo tanto estd modificada "por la mano del hombre" de su estado
natural. Por ejemplo, un polinucleétido aislado podria ser parte de un vector o una
composicion de materia, o podria estar contenido dentro de una célula, y todavia estar
" aislado" porque tal vector, composicion de materia, o célula particular no estan en el
ambiente original del polinucle6tido. El término "aislado" no se refiere a genotecas
gendmicas o bibliotecas de cADN, célula enteras totales o preparaciones de mARN,
preparaciones de ADN gendmicas (incluyendo las separadas por electroforesis y
transferidas por Northern), preparaciones de ADN gendmicas de células enteras
cortadas u otras composiciones donde la técnica no muestra ningun rasgo de
distincién de las secuencias de polinucleétidos de la presente invencién.

Como se usa en este documento, un "polinucleétido" se refiere a una molécula
gue tiene una secuencia de acido nucleico que codifica la SEQ ID NO:1 de la FIGURA
7 o su fragmento o variante, una secuencia de acido nucleico contenida en SEQ ID
NO:3 de la FIGURA 7 o su complementaria. Por ejemplo, el polinucleétido puede
contener la secuencia de nucleétidos de la secuencia de cADN de cadena entera,
incluyendo las secuencias no traducidas de 5'y 3', la regién codificante, asi como los
fragmentos, epitopos, dominios y variantes de la secuencia de &cido nucleico.
Ademas, tal como se usa en este documento, un "polipéptido" se refiere a una
molécula que tiene una secuencia de aminoacidos codificada por un polinucleétido de
la invencion como se define ampliamente. Como se usa en este documento, el término
"fragmento" aplicado a un acido nucleico, puede tener generalmente al menos
aproximadamente 10 nucle6tidos de longitud, tipicamente, al menos aproximadamente
20 nucleétidos, mas tipicamente, de aproximadamente 20 a aproximadamente 50
nucleoétidos, preferiblemente al menos de aproximadamente 50 a aproximadamente
100 nucledtidos, aun mas preferiblemente de al menos aproximadamente 100
nucleétidos a aproximadamente 300 nucleétidos, incluso todavia mas preferiblemente
de al menos aproximadamente 300 a aproximadamente 400, y lo mas preferiblemente,
el fragmento de &cido nucleico tendra una longitud mayor que aproximadamente 500
nucleétidos.

Como se usa en este documento, el término "fragmento" aplicado a un
polipéptido, puede ser generalmente al menos aproximadamente siete aminoacidos
contiguos, tipicamente, al menos aproximadamente quince aminoacidos contiguos,
mas tipicamente, al menos aproximadamente treinta aminoacidos contiguos,
tipicamente al menos aproximadamente cuarenta aminoacidos contiguos,

preferiblemente al menos aproximadamente cincuenta aminoacidos, aun mas
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preferiblemente al menos aproximadamente sesenta aminoacidos y lo mas
preferiblemente, el fragmento peptidico sera mayor que aproximadamente setenta
aminoacidos contiguos de longitud.

"Molécula de acido nucleico", incluye moléculas de ADN (p.ej. cADN o ADN
gendmico), moléculas de ARN (p.ej., mARN), analogos de ADN o ARN generado
usando andlogos de nucleétidos, y derivados, fragmentos y homologos. La molécula
de &cido nucleico puede ser monocatenaria o bicatenaria, pero preferiblemente
comprende al ADN bicatenario.

La "molécula de acido nucleico aislada" esta separada de otras moléculas de
acido nucleico que estan presentes en la fuente natural del &cido nucleico.
Preferiblemente, un &cido nucleico aislado no tiene las secuencias que bordean
naturalmente al &cido nucleico (es decir, secuencias localizadas en los extremos 5'y 3'
del acido nucleico) en el ADN gendémico del organismo del cual se deriva el acido
nucleico. Por ejemplo, en varias realizaciones, las moléculas de ADN de MANF2
aisladas pueden contener menos de aproximadamente 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5
kb 0 0,1 kb de secuencias de nucleétidos que bordean naturalmente a la molécula de
acido nucleico en el ADN genomico de la célula/tejido del cual el acido nucleico es
derivado (p.ej., cerebro, corazén, higado, bazo, etc.). Ademas, una molécula de acido
nucleico aislada, tal como una molécula de cADN, puede estar considerablemente sin
otro material celular o medio de cultivo cuando se produce por técnicas
recombinantes, o sin precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se
sintetiza por medios quimicos.

Una molécula de acido nucleico de la invencién, p.ej., una molécula de &cido
nucleico de MANF2, o un complemento de esta secuencia de nucleétidos
anteriormente mencionada, puede aislarse usando técnicas de biologia molecular
estandares y la informacion de la secuencia proporcionada. Usando todos o una parte
de la secuencia de acido nucleico de MANF2 de interés como una sonda de
hibridacion, las moléculas de MANF2 pueden aislarse usando hibridacion estandar y
técnicas de clonacién (Ausubel et al., en Current protocols in Molecular Biology, John
Wiley and Sons, editores, 1989); Sambrook et al., supra).

"Analogos" son secuencias de &cidos nucleicos 0 secuencias de aminoacidos
que tienen una estructura similar, pero no idénticas, al compuesto natural, pero que se
diferencian de éste con respecto a ciertos componentes o cadenas laterales. Los
analogos pueden ser sintéticos o de un origen evolutivo diferente y pueden tener una

actividad metabdlica similar u opuesta comparada con el tipo silvestre.
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Los derivados y los analogos pueden ser de longitud completa o de otra
longitud, si el derivado o el andlogo contienen un &cido nucleico o aminoacido
modificado, tal como se describe més abajo. Los derivados o los analogos de los
acidos nucleicos o proteinas mencionadas en este documento incluyen, pero no estan
limitados, a moléculas que comprenden regiones que son considerablemente
homologas a los 4cidos nucleicos o proteinas mencionadas en este documento, en las
diversas realizaciones, en al menos aproximadamente una identidad del 70 %, 80 % o
95 % (con una identidad preferida del 80-95 %) respecto a una secuencia de acido
nucleico o aminoacidos de tamaro idéntico o cuando se compara con una secuencia
alineada en la cual se hace la alineacién mediante un programa de homologia de
ordenador conocido en la técnica, o cuyo acido nucleico codificante es capaz de
hibridarse al complementario de una secuencia que codifica las proteinas
anteriormente mencionadas bajo condiciones rigurosas, moderadamente rigurosas o
poco rigurosas (Ausubel et al., supra).

"Codificacién" se refiere a una propiedad inherente de secuencias de
nucleotidos especificas en un polinucleétido, tal como un gen, un cADN, o un mARN,
que sirven como plantillas para la sintesis de otros polimeros y macromoléculas en
procesos biolégicos que tienen tanto una secuencia de nucleétidos definida (es decir,
rARN, tARN y mARN) como una secuencia de aminoacidos definida y las propiedades
biolégicas que resultan de ésta. Por lo tanto, un gen codifica una proteina si la
transcripcién y la traduccién del mARN correspondiente a dicho gen producen la
proteina en una célula u otro sistema bioldgico. Tanto la cadena codificante, cuya
secuencia de nucledtidos es idéntica a la secuencia de mARN y que, por lo general, es
proporcionada en listados de secuencia, como la cadena no codificante, usada como
plantilla para la transcripcion de un gen o del cADN, pueden decirse que codifican la
proteina u otro producto de dicho gen o cADN.

A menos que se especifique de otra forma, una "secuencia de nucleétidos que
codifica una secuencia de aminoacidos" incluye todas las secuencias de nucleétidos
gue son versiones degeneradas de cada una y que codifican la misma secuencia de
aminoacidos. Las secuencias de nuclettidos que codifican proteinas y ARN pueden
incluir intrones.

Una "region codificante" de un gen consiste en los residuos de nucleétidos de
la cadena codificante del gen y los nucle6tidos de la cadena no codificante del gen que
son homdlogos o complementarios, respectivamente, a la region codificante de una

molécula de mARN que es producida por la transcripcién del gen.
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Una "region codificante" de una molécula de mARN también consiste en los
residuos de nucleétidos de la molécula de mMARN que son emparejados con una region
anticodén de una molécula de ARN de transferencia durante la traduccién de la
molécula de mARN o que codifican un codén de parada. La regién codificante puede
incluir asi residuos de nucleétidos correspondientes a residuos de aminoacidos que no
estan presentes en la proteina madura codificada por la molécula de mARN (p.ej.,
residuos de aminodacidos en una secuencia sefial de exportacion de la proteina).

Las "secuencias control" son secuencias de ADN que permiten la expresién de
una secuencia codificante operativamente unida en un organismo huésped particular.
Las secuencias control procariotas incluyen a promotores, secuencias operadoras y
sitios de unién a ribosoma. Las células eucariotas utilizan a promotores, senales de
poliadenilacion y potenciadores.

El "acido nucleico operativamente unido" se une operativamente cuando se
coloca en una relacién funcional con otra secuencia de &cido nucleico. Por ejemplo, un
promotor o potenciador se unen operativamente a una secuencia codificante si esto
afecta a la transcripcion de la secuencia, o un sitio de union del ribosoma se une
operativamente a una secuencia codificante que se coloca para facilitar la traduccion.
Generalmente, "operativamente unido" significa que las secuencias de ADN unidas
son contiguas, y, en caso de un lider secretor, contiguo y en fase de lectura. Sin
embargo, los potenciadores no tienen que ser contiguos. La union se lleva a cabo por
ligado en sitios de restricciobn convenientes. Si tales sitios no existen, se usan
adaptadores de oligonucle6tido sintéticos o enlazantes de acuerdo con la practica
convencional.

Un "ADN genomico" es una cadena de ADN que tiene una secuencia de
nucleétidos homodloga con un gen. A modo de ejemplo, tanto un fragmento de un
cromosoma como un cADN derivado por la transcripcién inversa de un mARN
mamifero son ADN genémicos.

El "oligonucleétido" comprende una serie de residuos de nucleétidos unidos,
cuyo oligonucleétido tiene un nimero de bases de nucleétidos suficientes para usarse
en una reaccion PCR u otra aplicacion. Una secuencia de oligonucle6tidos corta puede
estar basada, o disefiarse a partir de una secuencia genémica o secuencia de cADN y
se usa para amplificar, confirmar o revelar la presencia de un ADN o ARN idéntico,
similar o complementario en una célula particular o tejido. Los oligonucle6tidos

comprenden partes de un &cido nucleico.
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"Variante" se refiere a un polinucleétido o polipéptido que se diferencia del
polinucledtido o polipéptido de la presente invencion, pero que conserva sus
propiedades esenciales. Generalmente, las variantes son en su totalidad
estrechamente similares, y, en muchas regiones, idénticas al polinucleétido o
polipéptido de la presente invencion.

"Severidad". Pueden obtenerse homélogos (es decir, los acidos nucleicos que
codifican moléculas de MANF2 derivadas de otras especies distintas de humanos) u
otras secuencias relacionadas (p.ej., paralogos) por hibridacion con severidad baja,
moderada o alta con todos o una parte de la secuencia humana particular como una
sonda usando métodos conocidos en la técnica para la hibridacién y clonacion del
acido nucleico.

La especificidad del ADN monocatenario para hibridar fragmentos
complementarios se determina por la "severidad" de las condiciones de reaccién. La
severidad de la hibridacién aumenta segun disminuye la propension a formar dobles
hélices de ADN. En reacciones de hibridacién de acido nucleico, la severidad puede
ser elegida entre varias para favorecer hibridaciones especificas (severidad alta), que
pueden usarse para identificar, por ejemplo, clones de cadena entera de una
biblioteca. Pueden usarse hibridaciones menos especificas (severidad baja) para
identificar moléculas de ADN relacionadas, pero no exactas, (homélogas, pero no
idénticas) o segmentos.

Las dobles hélices de ADN son estabilizadas por: (1) el niumero de pares de
bases complementarias, (2) el tipo de pares de bases, (3) la concentracion salina
(fuerza idnica) de la mezcla de reaccion, (4) la temperatura de la reaccién, y (5) la
presencia de ciertos disolventes organicos, tales como la formamida que disminuyen la
estabilidad de la doble hélice de ADN. En general, cuanto méas larga sea la sonda, mas
alta sera la temperatura requerida para una hibridacion apropiada. Un enfoque comun
es variar la temperatura: las temperaturas relativas mas altas causan condiciones de
reaccion mas rigurosas. (Ausubel et al., supra) proporcionan una excelente explicacién
de la severidad de las reacciones de hibridacion.

Para hibridar bajo "condiciones rigurosas" se describen protocolos de
hibridacion en los cuales la secuencia de nucleétidos es al menos un 60 % homdloga
para que permanezca hibridada entre si. Generalmente, las condiciones rigurosas son
seleccionadas entre aproximadamente 5 grados Celsius mas abajo que el punto de
fusién (Tm) térmico para la secuencia especifica a una fuerza ionica definida en el
documento WO 01/70174 PCT/US01/0904330. La severidad baja "condiciones
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rigurosas bajas" usan soluciones de lavado y condiciones de hibridacion que son
menos rigurosas que las de severidad moderada (Sambrook, supra), tal que un
polinucledtido se hibridard a todo de una secuencia diana del MANF2 diana, su
fragmentos, derivados o analogos. Un ejemplo no limitante de las condiciones de
hibridacion de severidad baja es la hibridaciéon en formamida al 35 %, 5x SSC, Tris-
HCI 50 mM (pH 7,5), EDTA 5 mM, PVP al 0,02 %, Ficoll al 0,02 %, BSA al 0,2 %, 100
mg/ml de ADN de esperma de salmon desnaturalizado, sulfato de dextrano al 10 %
(peso/vol) a 40 grados Celsius, seguido de uno o varios lavados a 2x SSC, Tris-HCI 25
mM (pH 7,4), EDTA 5 mM, y SDS al 0,1 % a 50 grados Celsius. Otras condiciones de
severidad baja, tales como aquellas para hibridaciones de especies cruzadas son
descritas en (Ausubel et al., supra; Kriegler M P (1990) “Gene transfer and expression;
a laboratory manual”; Shilo y Weinberg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:6789-6792
(1981)).

Pueden usarse técnicas de amplificacién por PCR para amplificar a MANF2
usando cADN, mARN, o bien, ADN gendmico, como plantilla y los cebadores de
oligonucledtido apropiados. Dichos acidos nucleicos pueden clonarse en un vector
apropiado y estan caracterizados por el andlisis de la secuencia de ADN. Ademas, los
oligonucledtidos correspondientes a las secuencias de MANF2 pueden prepararse por
técnicas sintéticas estandares, p.ej., un sintetizador de ADN automatizado.

"Cebador" se refiere a un polinucleétido que es capaz de hibridarse
especificamente a una plantilla de polinucleétido designada y proporcionar un punto de
iniciacion para la sintesis de un polinucle6tido complementario. Dicha sintesis se da
cuando el cebador del polinucleétido se coloca en condiciones en las cuales la sintesis
es inducida, es decir, en presencia de nucledtidos, una plantilla de polinucleétidos
complementaria, y un agente para la polimerizacion tal como la ADN polimerasa. El
cebador es tipicamente monocatenario, pero puede ser bicatenario.

Los cebadores son tipicamente &cidos desoxirribonucleicos, aunque son utiles
una amplia variedad de cebadores sintéticos y naturales para muchas aplicaciones. Un
cebador es complementario a la plantilla para la cual esta disefiado para hibridarse
para que sirva como un sitio para la iniciacién de la sintesis, pero no tiene que reflejar
la secuencia exacta de la plantilla. En tal caso, la hibridacién especifica del cebador a
la plantilla depende de la severidad de las condiciones de hibridacion. Los cebadores
pueden marcarse, p.ej., mediante restos cromogénicos, radiactivos o fluorescentes y

usarse como restos detectables.
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Por el término "vector", segun se usa en este documento, se entiende cualquier
plasmido o virus que codifica un acido nucleico exdégeno. El término también deberia
ser interpretado para incluir compuestos no plasmidicos ni virales que faciliten la
transferencia del acido nucleico en viriones o células, tales como, por ejemplo,
compuestos de polilisina y otros similares. El vector puede ser un vector viral que sea
adecuado como vehiculo de administracién para la administracion del acido nucleico
gue codifica la proteina deseada, o su mutante, a una célula, o el vector puede ser un
vector no viral que sea adecuado para la misma diana. Los ejemplos de vectores
virales y no virales para la administracion del ADN a células y tejidos son conocidos en
la técnica y se describen, por ejemplo, en Ma et al. (1997, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
94:12744-12746). Los ejemplos de vectores virales incluyen, pero no se limitan, a un
virus de vacuna recombinante, adenovirus recombinante, retrovirus recombinante, un
virus adeno-asociado recombinante, un virus de la viruela aviar recombinante, y otros
similares (Cranage et al, 1986, EMBO J. 5, 3057-3063; solicitud de patente
internacional N°2. W0O94/17810, publicada el 18 de agosto de 1994; solicitud de patente
internacional N°. WQ94/23744, publicada el 27 de octubre de 1994). Los ejemplos de
vectores no virales incluyen, pero no se limitan, a liposomas, derivados de ADN de
poliamina, y otros similares.

Las "sondas" son secuencias de acido nucleico de longitud variable,
preferiblemente entre al menos aproximadamente 10 nucleétidos (nt), 100 nt, o
muchos (p.ej., 6000 nt) segun el uso especifico. Las sondas se usan para detectar
secuencias de acidos nucleicos idénticas, similares o complementarias. Las sondas de
longitud mas largas pueden ser obtenidas a partir de una fuente natural o
recombinante, son muy especificas, y se hibridan mucho mas lentamente que las
sondas de oligdmeros de longitud mas corta. Las sondas pueden ser monocatenarias
o0 bicatenarias y se disefian para proporcionar especificidad en la PCR, tecnologias de
hibridacion basadas en membranas, o tecnologias del tipo ELISA. Las sondas también
se hibridaran a moléculas de acido nucleico en muestras bioldgicas, proporcionando
asi aplicaciones inmediatas en el mapeo de cromosomas, analisis de uniones,
identificacion de tejidos y/o tipaje, y una variedad de métodos forenses y diagndsticos.

Las sondas son oligonucleétidos sustancialmente purificados que se hibridaran
en condiciones rigurosas a al menos 6ptimamente 12, 25, 50, 100, 150, 200, 250, 300,
350 o 400 secuencias de nucledtidos de cadena sentido consecutivas; o una
secuencia de nucleétidos de cadena antisentido; o de un mutante natural de la
secuencia de ADN de MANF2 de interés.
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Puede usarse el ADN de MANF2 de la secuencia natural de longitud parcial o
completa para "obtener" secuencias (homélogas) similares (Ausubel et al., supra;
Sambrook, supra), tales como: (1) cADN de MANF2 de cadena entera o fragmentos de
una biblioteca de cADN de cualquier especie (p.ej. humana, murina, felina, canina,
bacteriana, viral, retroviral, levadura), (2) de células o tejidos, (3) variantes dentro de
una especie, y (4) homodlogos y variantes de otras especies. Para encontrar
secuencias relacionadas que puedan codificar los genes relacionados, la sonda puede
disefarse para codificar secuencias unicas o0 secuencias degeneradas. Las
secuencias también pueden ser secuencias gendmicas incluyendo promotores,
elementos potenciadores e intrones de la secuencia natural de MANF2.

Para detectar hibridaciones, las sondas se marcan usando, por ejemplo,
radionucleidos tales como **P o **S, o marcadores enzimaticos tales como la fosfatasa
alcalina conectada a la sonda via sistemas de avidina-biotina. Las sondas marcadas
se usan para detectar acidos nucleicos que tienen una secuencia complementaria a la
de MANF2 en bibliotecas de cADN, ADN gendémico o mARN de una especie deseada.
Tales sondas pueden usarse como una parte de un kit de ensayo diagnostico para
identificar células o tejidos que sub-expresan a MANF2, tal como midiendo un nivel de
MANF2 en una muestra de células de un sujeto p.ej., detectando los niveles de mARN
de MANF2 o determinando si se ha transformado o eliminado el MANF2 gendémico.

"Antisentido" se refiere particularmente a la secuencia de acido nucleico de la
cadena no codificante de una molécula de ADN bicatenaria que codifica una proteina,
0 a una secuencia que es sustancialmente homéloga a la cadena no codificante.
Como se define en este documento, una secuencia antisentido es complementaria a la
secuencia de una molécula de ADN bicatenaria que codifica una proteina. No es
necesario que la secuencia antisentido sea complementaria Unicamente a la parte
codificante de la cadena codificante de la molécula de ADN. La secuencia antisentido
puede ser complementaria a secuencias reguladoras especificadas en la cadena
codificante de una molécula de ADN que codifica una proteina, cuyas secuencias
reguladoras controlan la expresion de las secuencias codificantes.

Los "homologos" son secuencias de acido nucleico o secuencias de
aminoacidos de un gen particular que son derivadas de diferentes especies.

Una "secuencia de acido nucleico homologa" o "secuencia de aminoacidos
homologa," o sus variaciones, se refiere a secuencias caracterizadas por una
homologia a nivel del nucle6tido o a nivel del amino&cido. Las secuencias de

nucleotidos homologas codifican aquellas secuencias que codifican para las isoformas
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de MANF2. Las isoformas se pueden expresar en diferentes tejidos del mismo
organismo a consecuencia, por ejemplo, del empalme alternativo del ARN. O bien,
diferentes genes pueden codificar isoformas. En la invencién, las secuencias de
nucleétidos homélogas incluyen secuencias de nucledtidos que codifican para un
MANF2 de especies distintas a humanos, incluyendo, pero no limitadas a vertebrados,
y asi pueden incluir, p.ej., rana, ratén, rata, conejo, perro, gato, vaca, caballo y otros
organismos. Las secuencias de nucle6tidos homdélogas también incluyen, pero no se
limitan a variaciones alélicas naturales y mutaciones de las secuencias de nucleétidos
expuestas mas adelante en este documento. Una secuencia de nucleétidos homdloga
no incluye, sin embargo, la secuencia de nuclebtidos exacta que codifica a un MANF2
de humano. Las secuencias de &acidos nucleicos homologas incluyen aquellas
secuencias de acidos nucleicos que codifican sustituciones de aminoacidos
conservadoras en una secuencia de MANF2 de interés, asi como un polipéptido que
posee actividad biol6gica de MANF2.

"Tanto por ciento (%) de la identidad de secuencia de acido nucleico" con
respecto a MANF2 se define como el porcentaje de nucle6tidos en una secuencia
candidato que son idénticos con los nucleotidos en dicho MANF2 particular, después
de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para conseguir el
maximo tanto por ciento de identidad de secuencia.

El alineamiento con el fin de determinar el % de identidad de la secuencia de
acido nucleico puede conseguirse de varios modos que estan dentro de la experiencia
en la técnica, por ejemplo, usando el software publicamente disponible, tales como los
programas BLAST, BLAST-2, ALIGN, Megalign (DNASTAR) o ClustalX. Los expertos
en la técnica pueden determinar qué parametros son apropiados para medir el
alineamiento, incluyendo cualquier algoritmo necesitado para conseguir el
alineamiento maximo respecto a la longitud completa de las secuencias comparadas.

Las busquedas de proteinas con BLAST puede realizarse con el programa
XBLAST (denominado "blastn" en el sitio Web NCBI) o el programa "blastp" de NCBI,
usando los parametros siguientes: valor de expectativa 10,0, matriz de tanteo
BLOSUM 62 para obtener secuencias de aminoacidos homologas a la molécula
proteica descrita en este documento.

Para obtener alineamientos con huecos con fines comparativos, el Gapped
BLAST puede utilizarse segun se describe en Altschul et al. (1997, Nucleic Acids Res
25: 3389-3402). O bien, pueden usarse PSI-Blast o PHI-Blast para realizar una
busqueda iterada que detecte relaciones distantes entre moléculas y relaciones entre
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moléculas que comparten un modelo comun. Utilizando los programas BLAST,
Gapped BLAST, PSI-Blast y PHI-Blast, pueden usarse los parametros por defecto de
los programas respectivos (p-€j., XBLAST vy NBLAST). Véase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

El "marco de lectura abierto" (ORF) de un gen de MANF2 codifica a MANF2.
Un ORF es una secuencia de nucleétidos que tiene comunmente un coddén de
iniciacion (ATG) y termina comunmente con uno de los tres codones de "parada"
(TAA, TAG o TGA). En esta invencion, sin embargo, un ORF puede ser cualquier parte
de una secuencia codificante que puede o no comprender un codén de iniciacién y un
codon de parada. Para conseguir una secuencia unica, los ORF de MANF2 preferibles
codifican al menos 50 aminoécidos.

"Polinucleétido recombinante” se refiere a un polinucleétido que tiene
secuencias que no estan naturalmente unidas. Un polinucleétido recombinante
amplificado o ensamblado puede ser incluido en un vector adecuado, y el vector puede
usarse para transformar una célula huésped adecuada.

Un polinucleétido recombinante puede servir como una funciéon no codificante
también (p.ej., promotor, origen de replicacion, sitio de unién del ribosoma, etc.).

Un "polipéptido recombinante" es aquél que es producido bajo la expresion de
un polinucleétido recombinante.

"Polipéptido" se refiere a un polimero formado de residuos de aminoacidos,
variantes estructurales naturales relacionadas, y sus analogos sintéticos artificiales
unidos via enlaces peptidicos, variantes estructurales naturales relacionadas y sus
analogos sintéticos artificiales. Los polipéptidos sintéticos pueden ser sintetizados, por
ejemplo, usando un sintetizador de polipéptidos automatizado.

Por polipéptido "marcador" se entiende cualquier proteina que, cuando se une
por un enlace peptidico a una proteina de interés, puede usarse para localizar la
proteina, purificarlo de un extracto celular, inmovilizarlo para su uso en ensayos de
union, o estudiar, por otra parte, sus propiedades bioldgicas y/o funcion. Una proteina
quimérica (es decir, de fusién) que contiene un epitopo "marcador" puede ser
inmovilizada en una resina que se une al marcador. Tales epitopos marcadores y
resinas que se unen especificamente son conocidos en la técnica e incluyen, por
ejemplo, los epitopos marcadores que comprenden una pluralidad de residuos de
histidina secuenciales (His6), que permiten el aislamiento de una proteina quimérica
gue comprende dicho epitopo sobre niquel-acido nitrilotriacético-agarosa, un epitopo
marcador de hemaglutinina (AH) que permite que una proteina quimérica comprenda
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gue dicho epitopo se una con una matriz de afinidad del anticuerpo monoclonal anti-
HA, un epitopo marcador myc que permita que una proteina quimérica comprenda que
dicho epitopo se una con una matriz de afinidad de anticuerpo monoclonico antimyc,
un epitopo marcador de glutationa-S-transferasa, y un epitopo marcador de proteina
de union de maltosa (MBP), que puede inducir la unidn entre una proteina que
comprenda a dicho epitopo y una columna de Sepharose de glutationa o maltosa,
respectivamente. La produccién de proteinas que comprenden a dichos epitopos
marcadores es conocida en la técnica y esta descrita en tratados estandares tales
como el de Sambrook et al., supra, y Ausubel et al., supra. Igualmente, los anticuerpos
frente al epitopo marcador permiten la deteccion y la localizaciéon de la proteina de
fusién, por ejemplo, en transferencias Northern, ensayos ELISA e inmunotincion de
células.

El término "anticuerpo" se usa en su sentido mas amplio y abarca
especificamente a anticuerpos monoclénicos, composiciones de anticuerpos con
especificidad poliepitopica, anticuerpos bispecificos, diacuerpos y moléculas de
cadena simple, asi como a fragmentos de anticuerpos (p.ej., Fab, F(ab') y Fv), siempre
gue muestreen la actividad bioldgica deseada.

La expresion "anticuerpo monoclénico” segun se usa en este documento se
refiere a un anticuerpo obtenido de una poblaciéon de anticuerpos sustancialmente
homogénea, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacién son
idénticos excepto por las posibles mutaciones naturales que puedan estar presentes
en cantidades minoritarias. Los anticuerpos monoclénicos son muy especificos,
estando dirigidos contra un solo sitio antigénico. Ademas, en contraste con las
preparaciones de anticuerpos (policldénicos) convencionales que incluyen tipicamente
diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada
anticuerpo monocloénico se dirige contra un solo determinante en el antigeno. Ademas
de su especificidad, los anticuerpos monocldnicos son ventajosos porque se sintetizan
mediante el cultivo de hibridomas, no contaminados por otra inmunoglobulina. El
adjetivo "monoclénico” indica el caracter del anticuerpo que se obtiene de una
poblacién sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no debe interpretarse que se
requiera la produccién del anticuerpo mediante ningiin método particular. Por ejemplo,
los anticuerpos monoclonicos que se usan pueden prepararse por el método del
hibridoma descrito por primera vez por Kohler et al., Nature, 256: 495 (1975), o pueden
prepararse por métodos de ADN recombinante (véase, p.ej., la patente de EE.UU. N¢.
4.816.567 (Cabilly et al.)). Los "anticuerpos monoclonicos" también pueden aislarse de
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bibliotecas de anticuerpos de fago usando las técnicas descritas en Clackson et al.,
Nature 352:624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991), por
ejemplo.

Los anticuerpos monoclénicos en este documento incluyen expresamente a
anticuerpos "quimeéricos" (inmunoglobulinas) en los que una parte de la cadena
pesada y/o ligera es idéntica u homdloga a las secuencias correspondientes en los
anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase de
anticuerpos particulares o subclases, mientras que el resto de la(s) cadena(s) es(son)
idéntica(s) u homdloga(s) a las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados
de otras especies o que pertenecen a otra clase de anticuerpo o subclase, asi como a
los fragmentos de tales anticuerpos, siempre que muestren la actividad biolégica
deseada (Cabilly et al., supra; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-
6855 (1984)).

Las formas "humanizadas" de los anticuerpos no humanos (p.ej., murinos) son
inmunoglobulinas quiméricas, cadenas de inmunoglobulina o sus fragmentos (tales
como Fv, Fab, Fab', F(ab') u otras subsecuencias de unién al antigeno de anticuerpos)
que contienen la secuencia minima derivada de la inmunoglobulina no humana. En su
mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas
(anticuerpos receptores) en los cuales los residuos de una regiéon determinante de la
complementariedad (CDR) del receptor son sustituidos por residuos de una CDR de
una especie no humana (anticuerpos donantes) tales como raton, rata o conejo que
tengan la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, los
residuos de la regién marco Fv (FR) de la inmunoglobulina humana son sustituidos por
los residuos no humanos correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados
pueden comprender residuos que no se encuentran ni en el anticuerpo receptor ni en
la CDR importada o las secuencias marco. Estas modificaciones se hacen para refinar
mas y optimizar el comportamiento del anticuerpo. En general, el anticuerpo
humanizado comprendera sustancialmente todo de al menos un dominio variable, y
tipicamente dos, en los cuales todas las regiones CDR, o sustancialmente todas,
corresponden a aquellas de una inmunoglobulina no humana y todas las regiones FR,
o sustancialmente todas, son aquellas de una secuencia de inmunoglobulina humana.
El anticuerpo humanizado también comprendera éptimamente al menos una parte de
una region constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina
humana. Para ver otros detalles, véase Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986);
Reichmann et al., Nature, 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-
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596 (1992). El anticuerpo humanizado incluye un anticuerpo primatizado en el que la
region de unién al antigeno del anticuerpo se deriva de un anticuerpo producido
inmunizando a monos macacos con el antigeno de interés.

El término "citoquina" es un término genérico para proteinas liberadas por una
poblacién de células que actuan en otra célula como mediadores intercelulares. Los
ejemplos de tales citoquinas son linfoquinas, monoquinas y hormonas polipeptidicas
tradicionales. Entre las citoquinas se incluyen a las hormonas del crecimiento tales
como la hormona del crecimiento humana, hormona del crecimiento humana de N-
metionilo y hormona del crecimiento bovina; hormona de paratiroides; tiroxina; insulina;
proinsulina; relaxina; prorelaxina; hormonas glicoproteicas tal como la hormona
estimulantes del foliculo (FSH), hormona estimulante del tiroides (TSH), y hormona
luteinizante (LH); el factor de crecimiento de hepatocitos; factor de crecimiento de
fibroblastos; prolactina; lactégeno placental; factor alfa y beta de necrosis tumoral;
sustancia inhibidora de muleriana; péptido asociado a gonadotropina de ratén;
inhibina; activina; el factor de crecimiento endotelial vascular; integrina;
trombopoyetina (TPO); factores neurotréficos o factores del crecimiento nervioso tales
como NGF, NT-3, NT4, NT-6, BDNF, CNTF, GDNF, artemina, neurturina, persefina,
AL-1 y otros ligandos de la familia del receptor eph; factor de crecimiento derivado de
plaguetas; factores de crecimiento transformante (TGF) tales como TGF-alfa y TGF-
beta; factor | y Il de crecimiento tipo insulina; eritropoyetina (EPO); factores
osteoinductivos; interferones tales como interferén-alfa -beta y -gamma; factores
estimulantes de colonia (CSF) tales como de macréfago-CSF (M-CSF); granulocito-
macrofago-CSF (GM-CSF); y granulocito-CSF (G-CSF); interleuquinas (IL) tales como
IL-1, IL-1e, IL-2, IL-3, IL4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-11, IL-12; y otros factores
polipeptidicos incluyendo LIF y el ligando de kit (KL). Como se usa en este documento,
el término citoquina incluye proteinas de fuentes naturales o de cultivos de células
recombinantes y equivalentes biolégicamente activos de las citoquinas de secuencias
naturales. También se incluyen moléculas genéticamente modificadas que regulan la
actividad de citoquina tales como TrkA-IgG u otras quimeras solubles del receptor.

"Mamifero", con fines de tratamiento, se refiere a cualquier animal clasificado
como mamifero, incluyendo seres humanos, animales domésticos y de granja y zoo,
deportivos, o animales domésticos, tales como perros, caballos, gatos, vacas, etc.
Preferiblemente, el mamifero es el ser humano.

Los vehiculos, excipientes o estabilizadores "fisioldgicamente aceptables" son

aquellos que no son toxicos para la célula o el mamifero expuestos a éste en las dosis
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y concentraciones empleadas. A menudo, el vehiculo fisiolégicamente aceptable es
una solucién tamponada en un tampén a pH acuoso. Los ejemplos de vehiculos
fisiologicamente aceptables incluyen tampones tales como fosfato, citrato y otros
acidos orgéanicos; antioxidantes incluyendo &cido ascorbico; polipéptidos de bajo peso
molecular (menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como albumina
de suero, gelatina o inmunoglobulina; polimeros hidréfilos tales como
polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina o
lisina; monosacéridos, disacaridos, y otros hidratos de carbono incluyendo glucosa,
manosa, o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; alcoholes de azlcar tales
como manitol o sorbitol; contraiones que forman sales tales como sodio; y/o
tensioactivos no ionicos tales como Tween, Pluronics o polietilenglicol (PEG).

"Un polipéptido que tiene actividad biolégica" se refiere a un polipéptido que
exhibe una actividad similar, pero no necesariamente idéntica, a una actividad de un
polipéptido de la presente invencion, incluyendo formas maduras, tal como se mide en
un ensayo bioldgico particular, con o sin dependencia de la dosis. En el caso en el que
exista una dependencia con la dosis, no tiene que ser idéntica a la del polipéptido, sino
que sustancialmente similar a la dependencia de la dosis a una actividad dada
comparado con el polipéptido de la presente invencién (es decir, el polipéptido
candidato mostrara mayor actividad o no mas que aproximadamente 25 veces menos
y, preferiblemente, no mas que aproximadamente diez veces menos actividad, y lo
mas preferiblemente, no mas que aproximadamente tres veces menos actividad con
relacion al polipéptido de la presente invencion).

"Tratamiento" se refiere tanto a un tratamiento terapéutico como a medidas
profilacticas o preventivas. Los que tienen necesidad de tratamiento incluyen a
aquellos que ya padecen el trastorno asi como aquellos en los cuales el trastorno deba
ser prevenido.

La presente invencion esta basada en el descubrimiento de MANF2, una
proteina que es un homdlogo respecto al MANF1 descrito en la solicitud de patente
WOO0119851. Los experimentos descritos en este documento demuestran que la
molécula de MANF2 es una proteina de 187 aminoacidos que se expresaba en todos
los tejidos analizados, pero predominantemente en corazén, rindn, higado, musculo
esquelético, prostata, timo y varias regiones diferentes del cerebro. Particularmente, se
ha encontrado que la proteina MANF2 estd presente en una variedad de tejidos,

incluyendo neuronas, indicando asi que los agonistas de MANF2 pueden usarse para
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estimular la proliferacion, el crecimiento, la supervivencia, la diferenciacion, el
metabolismo o la regeneracién de células que contienen el receptor de MANF2.

En una realizacién, la invencion proporciona una proteina purificada que
comprende, o bien, que consiste en un polipéptido, un fragmento biol6égicamente
activo, o un fragmento antigénico de MANF2.

Debido a la degeneracion del codigo genético, cualquier experto en la técnica
reconocera inmediatamente que un gran numero de moléculas de acido nucleico que
tienen una secuencia de al menos el 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %
o 100 % idéntica a la secuencia de &cido nucleico del cADN contenido en SEQ ID
NO:1 de la FIGURA 7 o sus fragmentos, codificara polipéptidos "que tienen actividad
funcional." De hecho, debido a que las variantes degeneradas de cualquiera de estas
secuencias de nucleotidos todas codifican el mismo polipéptido, en muchos casos,
esto estara claro para el experto en la técnica. Sera reconocido ademas en la técnica
que, para tales moléculas de acido nucleico que no son variantes degeneradas, un
namero razonable también codificara un polipéptido que tenga actividad funcional.
Esto es porque el experto en la técnica es totalmente consciente de las sustituciones
de aminoacidos que son menos probables o no probables de que efectien
sustancialmente la funcién de la proteina (p.ej. sustituyendo un aminoacido alifatico
por un segundo aminoacido alifatico), tal como se describe mas abajo.

Por ejemplo, las directrices acerca de como hacer sustituciones de
aminoacidos silenciosas fenotipicamente se proporcionan en Bowie et al,
"Deciphering the Message in Protein Sequences: Tolerance to Amino Acid
Substitutions," Science 247:1306-1310 (1990), en donde los autores indican que hay
dos estrategias principales para estudiar la tolerancia de una secuencia de
aminoacidos que cambia.

La primera estrategia explota la tolerancia de las sustituciones de aminoacidos
por seleccion natural durante el proceso de evolucién. Comparando las secuencias de
aminoacidos en especies diferentes, pueden identificarse los aminoacidos
conservados. Estos aminoacidos conservados son probablemente importantes para la
funcion de la proteina. En contraste, las posiciones de aminoacidos donde han sido
toleradas las sustituciones por seleccion natural indican que estas posiciones no son
criticas para la funcion de la proteina. Asi, las posiciones que toleran la sustitucion de
aminoacidos podrian ser modificadas manteniendo todavia la actividad biol6gica de la

proteina.
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Ademas de las variantes alélicas naturales de MANF2, se pueden introducir
cambios por mutacion en las secuencias de MANF2 que incurren en modificaciones en
las secuencias de aminodacidos del polipéptido de MANF2 codificado. Las sustituciones
de nucledtidos que conducen a sustituciones de aminoacidos en residuos de
aminoacidos "no esenciales" pueden hacerse en la secuencia de un polipéptido de
MANF2. Un residuo de aminodcido "no esencial" es un residuo que puede ser
modificado de las 