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DESCRIPCION

Nuevas moléculas de proteina quinasa 14911 y usos de las mismas.
Antecedentes de la invencion

El fosfato asociado fuertemente con proteinas se conoce desde finales del siglo diecinueve. Desde entonces, se
han descubierto diversos enlaces covalentes de fosfato a proteinas. El mds comun implica la esterificacion del fos-
fato a serina, treonina y tirosina, con pequefas cantidades unidas a lisina, arginina, histidina, 4cido aspartico, dcido
glutdmico, y cisteina. La produccién de proteinas fosforiladas implica la existencia de una o mds proteina quinasas
capaces de fosforilar restos de aminodcidos en proteinas, y también de proteina fosfatasas capaces de hidrolizar restos
de aminodacidos fosforilados en proteinas.

Las quinasas juegan un papel critico en el mecanismo de transduccién de sefiales intracelulares. Actdan sobre los
hidroxiaminodcidos de proteinas diana para catalizar la transferencia de un grupo fosfato de alta energia de adenosin
trifosfato (ATP). Este procedimiento se conoce como la fosforilacién de proteinas. Junto con las fosfatasas, que retiran
los fosfatos de las proteinas fosforiladas, las quinasas participan en la fosforilacion reversible de proteinas. La fosfo-
rilacién reversible actia como la estrategia principal para regular la actividad de proteinas en las células eucariotas.

Las proteinas quinasas juegan papeles criticos en la regulacién de los cambios bioquimicos y morfolégicos asocia-
dos con la proliferacién, diferenciacion, crecimiento y division celular (D’ Urso, G. y col. (1990) Science 250: 786-791;
Birchmeier. C. y col. (1993) Bioessays 15: 185-189). Sirven como receptores del factor de crecimiento y transductores
de sefiales y se han visto implicadas en la transformacién celular y la formacién de tumores (Hunter, T. y col. (1992)
Cell 70: 375-387; Posada, J. y col. (1992) Mol. Biol. Cell 3: 583-592; Hunter, T. y col. (1994) Cell 79: 573-582). Por
ejemplo, las proteina quinasas han demostrado participar en la transmisién de sefiales de los receptores del factor de
crecimiento (Sturgill, T. W. y col. (1988) Nature 344: 715-718; Gomez, N. y col. (1991) Nature 353: 170-173), control
de la entrada de las células en mitosis (Nurse, P. (1990) Nature 344: 503-508; Maller, J. L. (1991) Curr. Opin. Cell
Biol. 3: 269-275) y la regulacion de la formacién de haces de actina (Husain-Chishti, A. y col. (1988) Nature 334:
718-721).

Las quinasas varian ampliamente en su selectividad y especificidad para proteinas diana. Aun pueden, sin embar-
go, comprender la mayor superfamilia de enzimas conocida. Las proteinas quinasas pueden dividirse en dos grupos
principales basados en la similitud de la secuencia de aminodcidos o en la especificidad para restos de serina/treonina o
tirosina. Las quinasas especificas para serina/treonina se denominan a menudo STK mientras que las quinasas especi-
ficas para tirosina se denominan PTK. Una pequefia cantidad de quinasas de especificidad doble son estructuralmente
similares al grupo especifico de serina/treonina. Dentro de la amplia clasificacion, las quinasas pueden sub-dividirse
adicionalmente en familias cuyos miembros comparten un mayor grado de identidad de secuencia de aminoacidos del
dominio catalitico y también tienen propiedades bioquimicas similares. La mayoria de los miembros de la familia de
las proteina quinasas comparten también caracteristicas estructurales fuera del dominio quinasa que reflejan sus pa-
peles celulares particulares. Esto incluye dominios reguladores que controlan la actividad o interaccién de la quinasa
con otras proteinas (Hanks, S. K. y col. (1988) Science 241: 42-52).

Casi todas las quinasas contienen un dominio catalitico constituido por 250-300 amino4cidos conservados. Este
dominio catalitico puede verse como constituido de 11 subdominios. Algunos de estos subdominios contienen apa-
rentemente distintos motivos de aminodcidos que confieren especificidad como STK o PTK o ambas. Las quinasas
pueden contener también secuencias de aminodcidos adicionales, normalmente entre 5 y 100 restos, flanqueando o
dentro del dominio catalitico. Estos residuos actian aparentemente para regular la actividad quinasa y para determinar
la especificidad por un sustrato. (Revisado en Hardie, G. y Hanks, S. (1995) The Protein Kinase Facts Book, Vol I:7-
20 Academic Press, San Diego, Calif.).

Aproximadamente un tercio de los oncogenes conocidos codifican PTK. Las PTK pueden producirse como protei-
nas transmembrana o solubles. Las PTK transmembrana actiian como receptores para muchos factores de crecimiento.
La interaccién de un factor de crecimiento con su receptor cognado inicia la fosforilacién de restos especificos de
tirosina en el propio receptor asi como en ciertas proteinas mensajeras secundarias. Los factores de crecimiento que se
ha descubierto se asocian con dichos receptores PTK incluyen factor de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento
obtenido de las plaquetas, factor de crecimiento de los fibroblastos, factor de crecimiento de los hepatocitos, insulina y
factores de crecimiento similares a insulina, factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento vascular endotelial,
y factor estimulante de la colonia de macréfagos.

Las PTK solubles interaccionan a menudo con el dominio citosdlico de los receptores de la membrana plasmaética.
Los receptores que transmiten su sefial a través de dichas PTK incluyen receptores de citoquina, de hormonas, y
de linfocitos especificos para antigenos. Muchas PTK se identificaron como productos de oncogenes mediante la
observacién de que la activacién de ya PTK no se sometia a controles celulares normales.

También, se observa a menudo actividad de fosforilacion de tirosina aumentada en la transformacion celular, o en
la oncogénesis (Carbonneau, H. y Tonks, N.K. (1992) Annu. Rev. Cell Biol. 8:463-93). La regulacién de PTK puede
ser por lo tanto una estrategia importante en el control de algunos tipos de cancer.
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Una quinasa serina/treonina humana, AJ250840 y una quinasa serina/trenonina de un ratén comun, AJ250839
se describen en Ruiz-Perez, V.L., y col. (2000) Nature Genetics 24, 283-286. La secuencia completa del clon CTC-
255N20 del cromosoma 5 de Homo sapiens, se describe en la base de datos EMBL nidmero de acceso AC011338. El
documento WO01/55356 describe polipéptidos de quinasa, secuencias de nucleétidos que codifican los polipéptidos
de quinasa, asi como productos y procedimientos ttiles para el diagndstico y tratamiento de enfermedades y afecciones
relacionadas con quinasa.

La proliferacion celular adicional sin regular es el sello del cancer. Las quinasas juegan un papel en la transduccién
de sefiales para la proliferacion, la diferenciacién, y la apoptosis celular. Las alteraciones en dichos genes y en sus
productos son comunes en cancer humano, y varios proto-oncogenes cldsicos son miembros de la familia de las
quinasas.

Sumario de la invencion

La presente invencidn, se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de nuevas moléculas de 4cido nucleico
y proteinas codificadas por dichas moléculas de 4acido nucleico, denominadas en este documento “quinasas” o por
los nombres de clones individuales “14911”. La presente invencién proporciona procedimientos para el diagndstico
y tratamiento del cancer, incluyendo aunque sin limitacién, cdncer de pulmén, de mama, de colon y de cerebro. Las
moléculas de dcido nucleico y proteinas 14911 de la presente invencién son ttiles como agentes moduladores en la
regulacién de una diversidad de procesos celulares, por ejemplo, incluyendo la proliferacién, la diferenciacion, el
crecimiento y la division celular. En particular; la quinasa y sus 4cidos nucleicos relacionados serdn ventajosos en
la regulacién de cualquier funcidn, proliferacion y diferenciacién celular incontrolada, como en casos de cancer. Por
consiguiente, en un aspecto, esta invencion proporciona moléculas de dcido nucleico aisladas que codifican protei-
nas 14911 o partes biolégicamente activas de las mismas, asi como fragmentos de 4dcido nucleico adecuados como
cebadores o sondas de hibridacion para la deteccidn de 4cidos nucleicos que codifican 14911.

En otra realizacién preferida, una molécula aislada de acido nucleico codifica la secuencia de aminoécidos de una
14911 humana. En otra realizacién preferida mds, la molécula de 4cido nucleico incluye una secuencia de nucleétidos
que codifica una proteina que incluye la secuencia de aminodcidos de la SEC ID N°: 2. En otra realizacién preferi-
da mds, la molécula de 4cido nucleico incluye una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina que tiene la
secuencia de aminodacidos de la SEC ID N°: 2.

Otra realizacion de la invencién presenta moléculas de 4dcido nucleico, preferiblemente moléculas de dcido nucleico
14911, que detectan especificamente moléculas de dcido nucleico 14911 en relacién con moléculas de 4cido nucleico
que codifican proteinas no de 14911. Por ejemplo, en una realizacion, dicha molécula de dcido nucleico es de al menos
50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, u 800 nucledtidos de longitud e hibrida en
condiciones rigurosas con una molécula de dcido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la
SEC ID N°: 1, o un complemento de la misma.

En otra realizacién preferida, la molécula de acido nucleico codifica una variante alélica de produccién natural de
un polipéptido que incluye la secuencia de la SEC ID N°: 2, donde la molécula de dcido nucleico hibrida con una
molécula de 4cido nucleico que incluye la SEC ID N°: 1 o la SEC ID N°: 3, en condiciones rigurosas.

Otra realizacién de la invencién, proporciona una molécula aislada de dcido nucleico que es antisentido a la molé-
cula de dcido nucleico 14911, por ejemplo, la cadena codificante de una molécula de 4cido nucleico 14911.

Otro aspecto de la invencién proporciona un vector que comprende una molécula de dcido nucleico 14911. En
ciertas realizaciones, el vector es un vector de expresion recombinante. En otra realizacion, la invencién proporciona
una célula huésped que contiene un vector de la invencién. La invencién también proporciona un procedimiento para
producir una proteina, preferiblemente una proteina 14911, cultivando en un medio adecuado, una célula huésped, por
ejemplo una célula huésped de mamifero tal como una célula huésped de mamifero no humano, de la invencién que
contiene un vector de expresion recombinante, de modo que se produzca la proteina.

Otro aspecto de esta invencidn presenta proteinas aisladas o recombinantes y polipéptidos 14911.

Las proteinas de la presente invencidn o partes bioldgicamente activas de las mimas, pueden unirse de forma
operativa a un polipéptido no 14911 (por ejemplo secuencias de aminoédcidos heter6logas) para formar proteinas
de fusion. La invencién presenta ademds anticuerpos, tales como anticuerpos monoclonales o policlonales, que se
unen especificamente a proteinas de la invencién, preferiblemente proteinas 14911. Ademads, las proteinas 14911
o partes bioldgicamente activas de las mismas pueden incorporarse en composiciones farmacéuticas, que incluyan
opcionalmente vehiculos farmacéuticamente aceptables.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para detectar la presencia de una molécula de
dcido nucleico, proteina o polipéptido 14911 de una muestra bioldgica poniendo en contacto la muestra biolégica con
un agente capaz de detectar una molécula de dcido nucleico, proteina o polipéptido 14911, de modo que la presencia
de una molécula de acido nucleico, proteina o polipéptido 14911 se detecta en la muestra biolégica.
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En otro aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para detectar la presencia de actividad de
14911 en una muestra bioldgica poniendo en contacto la muestra bioldgica con un agente capaz de detectar un indica-
dor de actividad de 14911, de modo que la presencia de actividad de 14911 se detecte en la muestra bioldgica.

En otro aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para modular la actividad de 14911 que comprende
el poner en contacto una célula capaz de expresar 14911 con un agente que modula la actividad de 14911 de modo
que se modula la actividad de 14911 en las células. En una realizacién, el agente inhibe la actividad de 14911. En
otra realizacién, el agente estimula la actividad de 14911. En una realizacidn, el agente es un anticuerpo que se
une especificamente a una proteina 14911. En otra realizacion, el agente modula la expresion de 14911 modulando
la trascripcion de un gen 14911 o la traduccién de un ARNm de 14911. En otra realizacién mds, el agente es una
molécula de dcido nucleico, que tiene una secuencia de nucleétidos que es antisentido a la cadena codificante de un
ARNm de 14911 o un gen 14911.

En una realizacién, los procedimientos de la presente invencidn se usan para tratar a un sujeto que tiene un trastor-
no caracterizado por la expresion o la actividad aberrante de una proteina o un dcido nucleico 14911 administrando al
sujeto un agente que es un modulador de 14911. En una realizacion, el modulador de 14911 es una proteina 14911.
En otra realizacion, el modulador de 14911 es una molécula de acido nucleico 14911. En otra realizacién mas, el mo-
dulador de 14911 es un péptido, péptidomimético u otra pequefia molécula. En una realizacién preferida, el trastorno
caracterizado por la expresién aberrante de la proteina o del dcido nucleico 14911 es un trastorno relacionado con el
crecimiento celular.

En otro aspecto mds, la invencién proporciona un procedimiento para modular la expresién o la actividad de poli-
péptidos o de 4cido nucleicos 14911, usando los compuestos seleccionados descritos en este documento. Compuestos
que modulan la expresion y/o actividad de los receptores se usan para el tratamiento y diagnéstico de trastornos re-
lacionados con quinasa. Estos compuestos son ttiles para el tratamiento de tumores tales como tumores de colon, de
pulmén, de mama y de cerebro.

Los trastornos asociados con las siguientes células o tejidos, en los que se ha expresado 14911 como se muestra
en la Figura 14 también se abarcan: médula espinal, corteza cerebral normal, hipotdlamo cerebral, células gliales,
glioblastoma cerebral, rifién, pulmén, células epiteliales y piel, entre otras. Otros trastornos son los caracterizados
por la actividad o expresién aberrante de los polipéptidos o dcido nucleicos 14911, asi como movilizacién aberrante
o deficiente de una molécula intracelular que participa en la fosforilacién; y/o modulacién aberrante o deficiente de
la funcién, supervivencia, morfologia, proliferacién y/o diferenciacién de células o tejidos en los que se expresan las
moléculas 14911.

La presente invencién proporciona también un ensayo de diagndstico para identificar la presencia o ausencia de
una alteracion genética caracterizada por al menos una de (i) modificacién o mutacién aberrante de un gen que codifica
una proteina 14911; (ii) regulacion incorrecta del gen; y (iii) modificacion post-traduccional aberrante de una proteina
14911, donde una forma de tipo silvestre del gen codifica una proteina con una actividad de 14911.

En otro aspecto la invencidn proporciona un procedimiento para identificar un compuesto que se une o modula la
actividad de una proteina 14911, proporcionando una composicién indicadora que comprende una proteina 14911 que
tiene actividad 14911, poniendo en contacto la composicién indicadora con un compuesto de ensayo, y determinando
el efecto del compuesto de ensayo en la actividad 14911 en la composicion indicadora para identificar un compuesto
que modula la actividad de una proteina 14911.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion serdn evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y
reivindicaciones.

Breve descripcion de las figuras

Las Figuras la-b representan una secuencia de ADNc (SEC ID N°: 1) y la secuencia de aminodcidos predicha
(SEC ID N°: 2) de 14911 humana. La situacién del marco de lectura abierto iniciado con metionina de 14911 (sin las
regiones sin traducir 5’ y 3’) también se indica en la Figura (SEC ID N°: 3).

La Figura 2 representa un esquema de hidropatia de 14911 humana. Los restos relativamente hidréfobos se mues-
tran por encima de la linea intermitente horizontal, y los restos relativamente hidréfilos estdn por debajo de la linea
intermitente horizontal. Los restos de cisteina (cys) y los sitios de N-glucosilaciéon (Ngly) se indican mediante 1i-
neas verticales cortas justo debajo del trazo de hidropatia. Se indican las cifras correspondientes a la secuencia de
aminodcidos de 14911 humana. Los polipéptidos de la invencién incluyen fragmentos que incluyen: todo o parte de
una secuencia hidréfoba, por ejemplo una secuencia por encima de la linea intermitente, por ejemplo la secuencia de
aproximadamente los aminodcidos 99 a 105, de aproximadamente 125 a 140 y de aproximadamente 200 a 215 de la
SEC ID N°: 2; todo o parte de una secuencia hidréfila, por ejemplo una secuencia por debajo de la linea intermiten-
te, por ejemplo, la secuencia de aproximadamente los aminodcidos 106 a 120, de aproximadamente 215 a 230 y de
aproximadamente 320 a 340 de la SEC ID N°: 2; una secuencia que incluye un Cys, o un sitio de glucosilacion.

La Figura 3 representa una alineacién del dominio de la familia de la proteina quinasa eucariota de 14911 humana
con una secuencia de aminodcidos de consenso obtenida de un modelo escondido de Markov (HMM) de PFAM.
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La secuencia superior es la secuencia de aminoédcidos de consenso (SEC ID N° 6) mientras que la secuencia de
aminodcidos inferior corresponde a los aminoécidos 23 a 281 de la SEC ID N°: 2.

La Figura 4 representa una alineacién del dominio C terminal de la proteina quinasa de 14911 humana con una
secuencia de aminoacidos de consenso obtenida de un modelo escondido de Markov (HMM) de PFAM. La secuencia
superior es la secuencia de aminodcidos de consenso (SEC ID N°: 7), mientras que la secuencia de aminodcidos
inferior corresponde a los aminodcidos 282 a 301 de la SEC ID N°: 2.

Las Figuras 5a-d representan una alineaciéon BLAST de 14911 humana con una secuencia de aminodcidos de con-
senso obtenida de un Predominio (“Proteina quinasa transferasa de ATP-de unién a seria/treonina-tirosina receptora
de la fosforilacién de proteinas-proteina precursora transmembrana” (Publicado 1999.2; véase también ProDomain
publicado 2000.1; http://www.toulouse.inra.fr/prodom.html). La secuencia de aminodcidos inferior son los restos de
aminodcidos 34 a 410 de la secuencia de aminoécidos de consenso (SEC ID N°: 8-11), mientras que la secuencia de
aminodcidos superior corresponde al domino “Proteina quinasa transferasa de ATP-de unién a seria/treonina-tirosina
receptora de la fosforilacién de proteinas-proteina precursora transmembrana” de 14911 humana, restos de aminoéci-
dos 23 a 312 de la SEC ID N°: 2. El algoritmo BLAST identifica miiltiples alineaciones locales entre la secuencia de
aminodcidos de consenso y la 14911 humana. La Figura SA representa una primera alineacién local, la Figura 5B la
segunda, la Figura 5C la tercera, y la Figura 5D la cuarta.

La Figura 6 es un panel de diagrama de barras del xenoinjerto pulmonar que representa la expresiéon del ARN de
14911 en relacién con una plantilla de control, que muestra una expresién aumentada en 2/5 de las lineas celulares
tumorales del pulmén en comparacién con un epitelio normal de los bronquios humanos (NHBE) de control, cuya
expresion se detecté usando un andlisis Taq Man.

La Figura 7 es un panel de diagrama de barras de oncologia que representa la expresién del ARN de 14911 en re-
lacién con ninguna plantilla de control, que muestra una expresion aumentada en 5/8 muestras de tumores pulmonares
en comparacion con tejido pulmonar normal, cuya expresion se detecté usando un andlisis Taqg Man.

La Figura 8 es un panel de diagrama de barras de oncologia que representa la expresion de ARN de 14911 en
relacién con ninguna plantilla de control, que muestra una expresiéon aumentada en 2/5 de las muestras tumorales
clinicas pulmonares, en comparacién con un epitelio normal de los bronquios humanos (NHBE) de control, cuya
expresion se detecté usando un andlisis Taq Man.

La Figura 9 es un panel de diagrama de barras de oncologia que representa la expresién de un ARN de 14911
en relacion con ninguna plantilla de control, que muestra una expresion aumentada en diversas lineas celulares y
tumorales pulmonares en comparacién con un epitelio normal de los bronquios humanos (NHBE) de control, cuya
expresion se detecté usando un andlisis Taq Man.

La Figura 10 es un panel de diagrama de barras de oncologia que representa la expresion de un ARN de 14911 en
relacién con ninguna plantilla de control, que muestra una expresion aumentada en 3/3 de las muestras de tumores de
glioma en comparacion con tejido cerebral normal, cuya expresion se detectd usando un andlisis Taq Man.

La Figura 11 es un panel de diagrama de barras de oncologia que representa la expresiéon de un ARN de 14911
en relacién con ninguna plantilla de control, que muestra una expresion disminuida en 7/8 de muestras de tumores de
mama en comparacion con tejido de mama normal, cuya expresion se detectd usando un anélisis Taq Man.

La Figura 12 es un panel de diagrama de barras de oncologia que representa la expresiéon de un ARN de 14911
en relacién con ninguna plantilla de control, que muestra una expresién aumentada en 3/6 muestras de tumor cerebral
en comparacién con tejido cerebral normal, y baja expresion en tumores de mama y en tejido de higado fetal, cuya
expresion se detecté usando un andlisis Taq Man.

La Figura 13 es un panel de diagrama de barras de oncologia que representa la expresiéon de un ARN de 14911
en relacién con ninguna plantilla de control, que muestra una expresiéon aumentada en 2/3 de las muestras clinicas de
metdstasis de colon en comparacién con tejido de colon normal, y alguna expresion en muestras de tumores clinicos
de colon, cuya expresion se detect6 usando un andlisis Taq Man.

La Figura 14 es un panel de diagrama de barras de la Fase 1 que representa la expresion relativa de ARN de 14911
en relacién con ninguna plantilla de control en un panel de tejidos o células humanas incluyendo, aunque sin limi-
tacion, corazén, cerebro, mama, ovario, pancreas, prostata, colon, rifién, higado, higado fetal, pulmén, bazo, nédulos
linféticos, epitelio, endotelio, esqueleto, fibroblastos, piel, tejido adiposo y células dseas (por ejemplo osteoclastos y
osteoblastos), entre otros, detectados usando andlisis Taq Man de RT-PCR cuantitativa en tiempo real.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencidn se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de nuevas moléculas, denominadas en este
documento moléculas de 4cido nucleico y polipéptidos “14911”, que juegan un papel en o funcionan en la transduccién
de sefiales para la proliferacién, diferenciacion y apoptosis celular. En una realizacién, las moléculas 14911 modulan
la actividad de una o mas proteinas implicadas en el crecimiento o diferenciacion celular, por ejemplo, crecimiento o
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diferenciacion de células. En otra realizacién, las moléculas 14911 de la presente invencion, son capaces de modular
el estado de fosforilacién de una molécula 14911 o una o mds proteinas implicadas en el crecimiento o diferenciacién
celular.

Como se usa en este documento, la expresion “proteina quinasa” incluye una proteina o polipéptido que es ca-
paz de modular su propio estado de fosforilacion o el estado de fosforilacién de otra proteina o polipéptido. Las
proteina quinasas pueden tener especificidad para (es decir, una especificidad para fosforilar) restos serina/treonina,
restos tirosina, o tanto restos serina/treonina como restos tirosina, por ejemplo, las quinasas de especificidad doble.
Como se denomina en este documento, las proteinas quinasa incluyen preferiblemente un dominio catalitico de apro-
ximadamente 200-400 restos de aminoacidos de longitud, preferiblemente de aproximadamente 200-300 restos de
aminodcidos de longitud, o més preferiblemente de aproximadamente 250-300 restos de aminodcidos de longitud, lo
que incluye preferiblemente 5-20, mas preferiblemente 5-15, o preferiblemente 11 motivos o subdominios altamente
conservados, separados por secuencias de aminodcidos con conservacion reducida o minima. La especificidad de una
proteina quinasa para la fosforilacién de la tirosina o de la serina/treonina puede predecirse mediante la secuencia de
dos de sus subdominios (VIb y VIII), en los que se han conservado diferentes restos en cada clase (como se describe
en, por ejemplo, Hanks y col. (1988) Science 241:42-52) cuyos contenidos se incorporan en este documento como
referencia). Estos subdominios se describen también con mas detalle en este documento.

Las proteinas quinasas juegan un papel en las vias de sefializacion asociadas con el crecimiento celular. Por ejem-
plo, las proteina quinasas estdn implicadas en la regulacién de transmisién de sefiales de receptores celulares, por
ejemplo, receptores de factores de crecimiento. La entrada de las células en la mitosis; y la regulacién del funciona-
miento del citoesqueleto, por ejemplo, la formacién de haces de actina. Por tanto, las moléculas 14911 de la presente
invencién pueden estar implicadas en: 1) la regulacion de la transmisién de sefiales de receptores celulares, por ejem-
plo, receptores del factor de crecimiento; 2) la modulacién de la entrada de las células en la mitosis; 3) la modulacién
de la diferenciacion celular; 4) la modulacién de la muerte celular; y 5) la modulacién del funcionamiento del citoes-
queleto.

Adicionalmente, y sin estar limitado por la teoria, se ha descubierto que las moléculas 14911 se sobre-expresan en
las células tumorales, donde las moléculas pueden estar propagando de forma inapropiada sus sefiales de proliferacién
celular o supervivencia celular. De este modo, las moléculas 14911 pueden servir como identificadores especificos
y nuevos de dichas células tumorales. Ademads, los inhibidores de las moléculas 14911 son también dtiles para el
tratamiento del cancer, preferiblemente cincer de pulmén, y utiles como diagndstico.

La inhibicién o la sobre-estimulacion de la actividad de las proteina quinasas implicadas en las vias de sefializacién
asociadas con el crecimiento celular, puede conducir a un crecimiento celular perturbado, que puede a su vez conducir
a trastornos relacionados con el crecimiento celular. Como se usa en este documento, un “trastorno relacionado con
el crecimiento celular” incluye un trastorno, enfermedad, o afeccidn, caracterizada por una desregulacion, es decir,
una regulacién al alza, o una regulacién a la baja, del crecimiento celular. La desregulacién del crecimiento celular
puede deberse a la desregulacion de la proliferacién celular, progresion del ciclo celular, diferenciacion celular, y/o
hipertrofia celular.

La presente invencién se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de nuevas moléculas denominadas en este
documento proteinas y moléculas de dcido nucleico 14911, que comprenden una familia de moléculas que tienen
ciertas caracteristicas estructurales y funcionales conservadas. El término “familia”, cuando se refiere a las proteinas
y moléculas de dcido nucleico de la invencidn, pretende significar dos o mds proteinas o moléculas de 4cido nucleico
que tienen un dominio o motivo estructural comun y que tienen una homologia de dcido nucleico o secuencia de
nucledtidos suficiente como se define en este documento. Dichos miembros de la familia pueden producirse de forma
natural o no natural, y pueden ser de la misma o de diferentes especies. Por ejemplo, una familia puede contener
una primera proteina de origen humano, asi como otras proteinas diferentes de origen humano o, como alternativa,
puede contener homdélogos de origen no humano. Los miembros de una familia pueden tener también caracteristicas
funcionales comunes.

Una realizacién de la invencién presenta moléculas de dcido nucleico 14911, preferiblemente moléculas 14911
humanas, por ejemplo, 14911. Las moléculas de dcido nucleico y proteina 14911 de la invencidn se describen con mds
detalle en las siguientes subsecciones.

Las moléculas de dcido nucleico y proteina 14911

La secuencia 14911 humana (Figura 1; SEC ID N° 1), que es aproximadamente de 1281 nucleétidos de largo,
incluyendo las regiones sin traducir, contiene una secuencia codificante predicha iniciada con metionina de aproxima-
damente 1191 nucledétidos, incluyendo el codén de terminacién (nucleétidos indicados como la regién codificante de
la SECID N°: 1 en la Fig. 1; SEC ID N°: 3). La secuencia codificante codifica una proteina de 396 aminodacidos (SEC
ID N°: 2).

La 14911 humana, contiene las siguientes regiones u otras caracteristicas estructurales (para informacién acerca de
los identificadores de PFAM, prefijo PS y prefijo del dominio PF, y nimeros de identificacién, dirigirse a Sonnhammer
y col. (1997) Protein 28:405-420 y http://www.psc.edu/general/software/packages/pfam/pfam.html):
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un dominio de proteina quinasa eucariota (Nimero de acceso de PFAM PF00069) situado en aproximadamente los
restos de aminoacido 23 a 281 de la SEC ID N°: 2;

un dominio C-terminal de proteina quinasa (Nimero de acceso de PFAM PF00433) situado en aproximadamente
los restos de aminoacido 282 a 301 de la SEC ID N°: 2;

dos sitios de N-glucosilacién (Prosite PS00001) de aproximadamente los aminodcidos 2 a 7y 43 a 46 de la SEC
ID N°: 2;

cinco sitios de de C fosforilacién de proteina quinasa (Prosite PS00005) en aproximadamente los aminoacidos 5 a
7,45a47,122a 124,193 a 195, y 230 a 232 de la SEC ID N°: 2;

tres sitios de fosforilacién de caseina quinasa II (Prosite PS00006) situados en aproximadamente los aminodcidos
89a92,212a215y 230 a230dela SECID N°: 2;

tres sitios de N-miristoilacién (Prosite PS00008) de aproximadamente los aminoacidos 2 a 7, 197 a 202, y 391 a
396 de la SEC ID N°: 2;

un sitio de amidacién (Prosite PS00009) de aproximadamente los aminoédcidos 218 a 221 de la SEC ID N°: 2;

Una sefial de la regién de unién a ATP de la proteina quinasa (Prosite PS00107) de aproximadamente los amino4-
cidos 29 a37 dela SECID N°: 2;y

un sitio sefial de sitio activo de proteina quinasa de serina/treonina (Prosite PS00108) de aproximadamente los
aminoacidos 142 a 154 de la SEC ID N°: 2.

Como se usa en este documento, la expresién “dominio quinasa” incluye una secuencia de aminodcidos de aproxi-
madamente 100 a 275 restos de aminodcidos de longitud y que tiene un valor de bit para la alineacion de la secuencia
al dominio quinasa (HMM) de al menos 100. Preferiblemente, un dominio quinasa media la transduccién de sefiales
intracelulares. Preferiblemente, un dominio quinasa incluye al menos aproximadamente 100 a 275 aminodcidos, mds
preferiblemente aproximadamente 150 a 275 restos de aminodcidos, o aproximadamente 200 a 275 aminodcidos y
tiene un valor de bit para la alineacién de la secuencia al dominio quinasa (HMM) de al menos 100, 150, 200, o
mayor. Una alineacién del domino quinasa (aminodcidos 23 a 281 de la SEC ID N°: 2) de 14911 humana con una
secuencia de aminodcidos de consenso (SEC ID N°: 2) obtenida de un modelo escondido de Markov se representa
en la Figura 3. Al dominio “proteina quinasa” (HMM) se le ha asignado el Nimero de Acceso de PFAM PF00069
(http://genome.wustl.edu/Pfam/.html) y corresponde a aproximadamente los aminodcidos 23 a 281 de la SEC ID N°:
2.

En una realizacién preferida, un polipéptido o una proteina 14911 tiene un “dominio quinasa” o una regién que
incluye al menos aproximadamente 100 a 215, més preferiblemente aproximadamente 150 a 275 o 200 a 275 restos
de aminodcidos y tiene al menos aproximadamente el 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99%, o 100% de homologia con
un “dominio quinasa”, por ejemplo el dominio quinasa de la 14911 humana (por ejemplo restos 23 a 281 de la SEC
ID N°: 2).

Como se usa en este documento, la expresién “dominio quinasa C” incluye una secuencia de aminodcidos de
aproximadamente 5 a 20 restos de aminodcidos de longitud y que tiene un valor de bit para la alineacién de la se-
cuencia al dominio quinasa (HMM) de al menos 4. Preferiblemente, un domino quinasa C media la transduccién de
sefiales intracelulares. Preferiblemente un dominio quinasa C incluye al menos aproximadamente 5 a 20 aminodcidos,
més preferiblemente aproximadamente 10 a 20 restos de aminodcidos o de aproximadamente 15 a 20 aminodcidos
y tiene un valor de bit para la alineacién de las secuencias al dominio quinasa (HMM) de al menos 4, 6, 8 0 ma-
yor. Una alineacién del dominio quinasa C (aminodcidos 282 a 301 de la SEC ID N°: 2) de 14911 humana, con una
secuencia de aminodcidos de consenso (SEC ID N°: 2) obtenida de un modelo escondido de Markov se representa
en la Figura 4. Al dominio “proteina quinasa C” (HMM) se le ha asignado el nimero de acceso de PFAM PF00443
(http://genome.wustl.edu/Pfam/.html) y se corresponde con aproximadamente los aminoacidos 281 a 301 de la SEC
ID N°: 2.

En una realizacién preferida, un polipéptido o proteina 14911, tiene un “dominio quinasa C” o una regién que
incluya al menos 5 a 20, mds preferiblemente aproximadamente 10 a 20 o 15 a 20 restos de amino4cidos que tienen
al menos aproximadamente el 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99%, o 100% de homologia con un “dominio quinasa C”,
por ejemplo el dominio quinasa de la 14911 humana (por ejemplo restos 282 a 301 de la SEC ID N°: 2).

Para identificar la presencia de un dominio “quinasa” o “quinasa C” en una secuencia de proteinas 14911, y deter-
minar que un polipéptido o proteina de interés tiene un perfil particular, se puede explorar la secuencia de aminodcidos
de la proteina en la base de datos Pfam de los HMM (por ejemplo la base de datos Pfam, publicacién 2.1) usando los
pardmetros por defecto (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/HMM_search). Por ejemplo, el programa hmmsf,
que se encuentra disponible como parte del paquete HMMER de programas de bisqueda, es un programa especifico
para familia por defecto por MILPAT(0063 y un valor de 15 es el valor umbral por defecto para determinar un acierto.
Como alternativa, el valor umbral por defecto para determinar un acierto, puede reducirse (por ejemplo a 8 bits). Una
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descripcion de la base de datos Pfam puede encontrarse en Sonhammer y col. (1997) Proteins 28:405-420 y una des-
cripcién detallada de HMM puede encontrarse, por ejemplo en Gribskov y col (1990) Meth. Enzymol. 183:146-159;
Gribskov y col. (1987) Proc Natl. Acad. Sci. USA 84:4355-4358; Krogh y col. (1994) J. Mol. Biol. 235:1501-1531;
y Stultz y col. (1993) Protein Sci. 2:305-314, cuyos contenidos se incorporan en este documento como referencia. Se
realizé una busqueda en la base de datos HMM dando como resultado la identificacién de un “dominio quinasa” y un
“dominio quinasa C” en la secuencia de aminodcidos de 14911 humana en aproximadamente los restos 23 a 281 de la
SEC ID N°: 2 (véase la Figura 1) y un “dominio quinasa C” en aproximadamente los restos 282 a 301 de la SEC ID
N°: 2.

Para identificar la presencia de un dominio “quinasa” en una secuencia de proteinas 14911, y determinar que
un polipéptido o proteina de interés tiene un perfil particular, puede explorarse la secuencia de aminodcidos de la
proteina en una base de datos de dominios, por ejemplo, la base de datos ProDom (Corper y col. (1999), Nucl.
Acids Red. 27:263-267). La base de datos de dominios de proteinas ProDom estd constituida de una recopilacién
automadtica de dominios homoélogos. Las versiones actuales de ProDom se construye usando busquedas recursivas
de PSI-BLAST (Altschul SF y col. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-3402; Gouzy y col (1999) Computers and
Chemistry 23:333-340) de las bases de datos de proteinas SWISS-PROT 38 Y TREMBL. La base de datos genera
automdticamente una secuencia de consenso para cada dominio. Se realiz6 una bisqueda BLAST en la base de datos
HMM dando como resultado la identificacién de un dominio “quinasa” en la secuencia de aminodcidos de 14911
humana en aproximadamente los restos 172 a 312, 126 a 159, 23 a 71 y 250 a 180 de la SEC ID N°: 2 (véase la Figura

1).

El dominio quinasa es homdlogo a la familia de ProDom “Proteina quinasa transferasa de ATP-de unién a se-
ria/treonina-tirosina receptora de la fosforilacién de proteinas-proteina precursora transmembrana” SEC ID N°: 8 y
11 (ProDomain publicacién 1999.2, http://wvw.toulouse.inra.ft/prodom.html). La secuencia consenso para la SEC ID
N°: 8 es idéntica en un 29% en los aminodcidos 172 a 312 de la SEC ID N°: 2, como se muestra en la Figura 5a, y
la secuencia de consenso para la SEC ID N°: 9 es idéntica en el 44% en los aminodcidos 126 a 159 de la SEC ID
N°: 2, como se muestra en la Figura 5b. La secuencia de consenso para SEC ID N°: 10 es idéntica en un 33% en los
aminodcidos 23 a 71 de la SEC ID N°: 2, como se muestra en la Figura 5c, y la secuencia de consenso para la SEC ID
N°: 11 es idéntica en un 35% en los aminodcidos 250 a 280 de la SEC ID N°: 2, como se muestra en la Figura 5d.

En otra realizacion, las proteinas aisladas de la presente invencion, preferiblemente proteinas 14911, se identifican
en base a la presencia de al menos un sitio de quinasa Ser/Thr y al menos una regién de unién ATP.

Como se usa en este documento, la expresion “sitio quinasa Ser/Thr” incluye una secuencia de aminodcidos de
aproximadamente 200-400 restos de aminodcidos de longitud, preferiblemente 200-300 restos de aminodcidos de lon-
gitud, y mas preferiblemente 250-300 restos de aminodcidos de longitud, que se conserva en quinasas con restos de
serina y treonina fosforilados y se encuentra en el dominio catalitico de las quinasas Ser/Thr. Preferiblemente, el sitio
quinasa Ser/Thr incluye la siguiente secuencia de aminoacidos de consenso Xo-g-X-G-X;-V-X5-K-X-(10_19)-E-Xgs-h-
Xs-h-r-D-X-K-X,-N-X7-K-X,-D-f-g-X,; -p-X3-w-X3-g-X55-R-X4-h-X; (SEC ID N°: 4) (donde los residuos invaria-
bles se indican mediante letras mayusculas y los residuos casi invariables se indican mediante letras mintsculas). Los
restos casi invariables se encuentran normalmente en la mayoria de los sitios quinasa Ser/Thr, pero puede sustituirse
por otros aminodcidos que, preferiblemente, tengan caracteristicas similares. Por ejemplo, un aminoécido hidréfobo
casi invariable en la secuencia de aminodcidos de consenso anterior, podria sustituirse mas probablemente por otro
aminodcido hidréfobo. Los dominios de quinasa Ser/Thr se describen en, por ejemplo, Levin D.E. y col. (1990) Proc.
Nad. Acad. Sci. USA 87:8272-76, cuyos contenidos se incorporan en este documento como referencia.

Como se usa en este documento, la expresion “regién de unién a ATP” incluye una secuencia de aminodcidos
de aproximadamente 20-40, preferiblemente 20-30, y mds preferiblemente 25-30 restos de aminodcidos de longitud,
presente en enzimas que activan sus sustratos mediante fosforilacion, e implicada en la unién de adenosin trifosfato
(ATP). Las regiones de unién a ATP, preferiblemente incluyen la siguiente secuencia de aminoacidos de consenso,
G-X-G-X-X-G-X(15-23)-K (SEC ID N°: 5). Las regiones-ATP se describen en, por ejemplo, Samuel K.P. y col.
(1987) FEBS Let. 218(1): 81-86, cuyos contenidos se incorporan en este documento como referencia. Los restos de
aminodcidos 31 a 39 comprenden una regién de unién a ATP. Los restos de aminodcidos 144-156 de la proteina 14911
comprenden un dominio de quinasa Ser/Thr.

El 4cido nucleico codifica un polipéptido con similitudes a quinasas Ser/Thr conocidas. Por tanto, el polipéptido
codificado por 14911 se espera que sea una quinasa y funcione en la fosforilacién de sustratos de proteina. Ademads,
los 4cido nucleicos de 14911 pueden usarse en exploraciones y ensayos conocidos o nuevos para dcido nucleicos que
codifican quinasa para diferenciarlos de otros dcido nucleico diferentes. Como alternativa, las secuencias de acido
nucleico pueden usarse en la preparacion de drboles filogenéticos y en relaciones entre organismos.

Como se usa de forma intercambiable en este documento, una “actividad de 14911” “actividad biolégica de 14911~
o “actividad funcional de 14911” se refiere a una actividad ejercida por una proteina, un polipéptido o un 4cido nucleico
14911 o una célula sensible a 14911, o una proteina sustrato de 14911, como se determina in vivo o in vitro, de acuerdo
con las técnicas convencionales. La actividad biolégica de 14911 se describe en este documento.

Por consiguiente, otra realizacién de la invencidn presenta proteinas 14911 aisladas y polipéptidos que tienen una
actividad de 14911. Las proteinas preferidas son proteinas 14911 que tienen al menos una quinasa Ser/Thr y al menos
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una regioén de unién a ATP. Proteinas preferidas adicionales tienen al menos un sitio quinasa Ser/Thr, al menos una
region de unién a ATP, y preferiblemente una actividad de 14911. Proteinas preferidas adicionales, tienen al menos
un sitio quinasa Ser/Thr, al menos una regién de unién a ATP, y son, preferiblemente, codificadas por una molécula
de 4cido nucleico que tiene una secuencia de nucledtidos que hibrida en condiciones de hibridacién rigurosas con una
molécula de dcido nucleico que comprende la secuencia de nucledtidos de la SEC ID N°: 1 o de la SEC ID N°: 3.

Por tanto, las moléculas 14911 pueden actuar como nuevas dianas de diagndstico y agentes terapeutlcos para
controlar uno o més trastornos. Ejemplos de dichos trastornos, por ejemplo trastornos asociados con quinasa u otros
asociados con 14911, incluyen, aunque sin limitacién, trastornos de proliferacioén y/o diferenciacion celular, trastor-
nos asociados con el metabolismo 6seo, trastornos inmunes, por ejemplo inflamatorios, trastornos cardiovasculares,
incluyendo trastornos de las células endoteliales, trastornos del higado, enfermedades viricas, trastornos del dolor o
metabdlicos.

Ejemplos de trastornos de la proliferacion y/o diferenciacién celular incluyen cédncer, por ejemplo carcinoma, sar-
coma, trastornos metastasicos o trastornos hematopoyéticos neoplésicos, por ejemplo leucemias. Un tumor metastdsico
puede surgir de una multitud de tipos de tumores primarios, incluyendo aunque sin limitacién los de origen de ovario,
prostata, colon, pulmén, mama, e higado.

Como se usa en este documento, el término “cancer” (también se usa de forma intercambiable con los términos
“hiperproliferativo” y “neopldsico”) se refiere a células que tienen la capacidad para crecer de forma auténoma, es
decir, un estado o afeccién anormal caracterizado por la proliferacion rapida del crecimiento celular. Los estados de
enfermedad cancerosos pueden clasificarse como patoldgicos, es decir, que caracterizan o constituyen un estado de
enfermedad, por ejemplo, crecimiento de un tumor maligno, o pueden clasificarse como no patolégicos, es decir,
una desviacién de lo normal pero que no estd asociada con un estado de enfermedad, por ejemplo, proliferaciéon
celular asociada con reparacién de heridas. El término pretende incluir todos los tipos de crecimientos cancerosos
0 procesos oncogénicos, tejidos metastdsicos o células, tejidos u érganos transformados de forma maligna, sin tener
en cuenta, el tipo de histopatologia o la etapa de invasividad. El término “cancer” incluye tumores malignos de los
diversos sistemas del organismo, tales como los que afectan al pulmén, mama, tiroides, linfoides, gastrointestinales, y
del tracto genitourinario, as{ como adenocarcinomas, lo que incluye tumores malignos tales como la mayoria de los
céanceres de colon, carcinoma de las células renales, cdncer de prostata y/o tumores testiculares, carcinoma macrocitico
del pulmén, cincer del intestino delgado y cancer de esé6fago. El término “carcinoma” se reconoce en la técnica y
se refiere a tumores malignos de tejidos epiteliales o endocrinos que incluyen carcinomas del sistema respiratorio,
carcinomas del sistema gastrointestinal, carcinomas del sistema genitourinario, carcinomas testiculares, carcinomas
de mama, carcinomas prostdticos, carcinomas del sistema endocrino, y melanomas. Carcinomas ejemplares incluyen
los que se forman de tejido de la corteza cerebral, del pulmoén, préstata, mama, cabeza y cuello, colon y ovario. El
término “carcinomas” también incluye carcinosarcomas, por ejemplo, que incluyen tumores malignos constituidos de
tejidos carcinomatosos y sarcomatosos. Un “adenocarcinoma’ se requiere a un carcinoma obtenido de tejido glandular
o en el que las células del tumor forman estructuras glandulares reconocibles. El término “sarcoma” se reconoce en la
técnica y se refiere a tumores malignos que se derivan del mesénquima.

Las moléculas 14911 de la invencion pueden usarse para controlar, tratar y/o diagnosticar diversos trastornos
proliferativos. Dichos trastornos incluyen trastornos hematopoyéticos neoplasicos, como se usa en este documen-
to, la expresion “trastornos hematopoyéticos neopldsicos” incluye enfermedades que implican células hiperplasi-
cas/neoplasicas de origen hematopoyético, es decir, que surgen de linajes mieloides, linfoides o eritroides, o células
precursores de las mismas. Preferiblemente, la enfermedad surge a partir de leucemias agudas poco diferenciadas, por
ejemplo, leucemia eritrobldstica y leucemia megacarioblastica aguda. Trastornos mieloides ejemplares adicionales in-
cluyen, aunque sin limitacién, leucemia promieloide aguda (APML), leucemia mielégena aguda (AML) y leucemia
mielégena crénica (CML) (revisado en Vaickus, L.(1991) Crit Rev. in Oncol./Hemotol. 11:267-97); los tumores ma-
lignos linfoides, incluyen, aunque sin limitacidn, leucemia linfobl4stica aguda (ALL) que incluye ALL de linaje B y
ALL de linaje T, leucemia linfocitica crénica (CLL), leucemia prolinfocitica (PLL), leucemia de las células capilares
(HLL), y macroglobulinemia de Waldenstrom (WM). Formas adicionales de linfomas malignos incluyen, aunque sin
limitacién, linfoma no Hodgkin y variantes del mismo, linfomas de las células T periféricas, leucemia/linfoma de
las células T de adultos (ATL), linfoma de células T cutdneas (CTCL), leucemia linfocitica grande granular (LGF),
enfermedad de Hodgkin y enfermedad de Reed-Sternberg.

La secuencia de nucleétidos del ADNc 14911 humano aislado y la secuencia de aminodcidos predicha del po-
lipéptido 14911 humano se muestran en la Figura 1, y en la SEC ID N 1 y 2, respectivamente. Un plasmido que
contiene una secuencia de nucleétidos que codifica 14911 humana se deposité con la American Type Culture Collec-
tion (ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209, el 7 de junio de 2001, y se le asign6 el Ntimero
de Acceso PTA-3435. Este depdsito se mantendrd en las condiciones del tratado de Budapest en el International Re-
cognition of the Deposit of Microorganisms para los Fines del Procedimiento de Patentes. Este depésito se fabric
Unicamente como una conveniencia para los especialistas en la técnica y no como una admisién de que se requiera un
deposito en 35 U.S.C. § 112.

El gen 14911, que tiene aproximadamente 1281 nucleétidos de longitud, codifica una proteina que tiene un peso
molecular de aproximadamente 43,7 kD y que es aproximadamente de 396 restos de aminoacidos de longitud.
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Diversos aspectos de la invencion se describen con mas detalle en las siguientes subsecciones:

L. Moléculas aisladas de Acido Nucleico

Un aspecto de la invencion se refiere a moléculas aisladas de 4cido nucleico que codifican proteinas 14911 o partes
biolégicamente activas de las mismas, asi como fragmentos de acido nucleico suficientes para su uso como sondas de
hibridacién para identificar dcidos nucleicos que codifican 14911 (por ejemplo ARNm de 14911) y fragmentos para
su uso como cebadores de PCR para la amplificacion o mutacién de moléculas de 4cido nucleico 14911. Como se usa
en este documento, la expresiéon “molécula de dcido nucleico” pretende incluir moléculas de ADN (ADNc o ADN
genémico) y moléculas de ARN (por ejemplo ARNm) y andlogos de los ADN o ARN generados usando andlogos de
nucledtidos. La molécula de acido nucleico puede ser de cadena sencilla o de doble cadena, pero preferiblemente es
ADN de doble cadena.

Una molécula de dcido nucleico “aislada” es una que se separa de otras moléculas de dcido nucleico que estdn
presentes en la fuente natural del 4dcido nucleico. Por ejemplo, en relacién con el ADN genémico, el término “ais-
lado” incluye moléculas de dcido nucleico que se separan del cromosoma en el que el ADN gendémico se asocia de
forma natural. Preferiblemente, un dcido nucleico “aislado” estd libre de secuencias que flanquean de forma natural
al 4cido nucleico (es decir, secuencias situadas en los extremos 5’ y 3’ del 4cido nucleico) en el ADN genémico de
los organismos de los que se obtiene el dcido nucleico. Por ejemplo, en diversas realizaciones, la molécula aislada
del 4cido nucleico 14911 puede contener menos de aproximadamente 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb 1 kb, 0,5 kb, 0 0,1 kb de
secuencias de nucledtidos que flanquean de forma natural la molécula de acido nucleico en el ADN gendémico de la
célula de la que se obtiene el 4cido nucleico. Es mas, una molécula de 4cido nucleico “aislada”, tal como una molécula
de ADNCc, puede estar basicamente libre de otro material celular, o medio de cultivo cuando se produce por técni-
cas de recombinacién o, basicamente libre de precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetiza
quimicamente.

Una molécula de 4cido nucleico de la presente invencidn, por ejemplo una molécula de dcido nucleico que tiene la
secuencia de nucledtidos de la SEC ID N°: 1 o SEC ID N 3, o una parte de las mimas, puede aislarse usando técnicas
de biologia molecular convencionales y la informacién de secuencia proporcionada en este documento. Por ejemplo,
usando toda o parte de la secuencia de acido nucleico de la SEC ID N°: 1, o la secuencia de nucleétidos de la SEC
ID N°: 3, como sonda de hibridacién, pueden aislarse moléculas de 4cido nucleico usando técnicas de hibridacién
y clonacién convencionales (por ejemplo como se describe en Sambrook, J., Fritsh, E. F., y Maniatis, T. Molecular
Cloning: A Laboratory Manual. 2° ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY, 1989).

Es mas, una molécula de acido nucleico que abarca toda o parte de la SEC ID N° 1 o la SEC ID N°: 3, puede
aislarse por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando cebadores de oligonucledtidos sintéticos disefiados
en base a la secuencia de la SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 3, respectivamente.

Un 4cido nucleico de la invencién puede amplificarse usando ADNc, ARNm o, como alternativa, ADN gendémico
como plantilla, y cebadores de oligonucleétidos apropiados de acuerdo con las técnicas de amplificacién por PCR
convencionales. El 4cido nucleico amplificado de este modo puede clonarse en un vector apropiado y caracterizarse
mediante el andlisis de la secuencia de ADN. Ademas, los oligonucle6tidos correspondientes a la secuencia de nucleé-
tidos de 14911 pueden prepararse mediante técnicas sintéticas convencionales, por ejemplo, usando un sintetizador de
ADN automatico.

En una realizacion preferida, una molécula de 4cido nucleico aislada de la invenciéon comprende la secuencia de
nucledtidos mostrada en la SEC ID N°: 1, 1a secuencia de la SEC ID N°: 1 corresponde al ADNc 14911 humano parcial.
Este ADNc comprende secuencias que codifican la proteina parcial humana 14911 (es decir, “la region codificante”),
como se muestra en la SEC ID N°: 2), asi como secuencias 5’ sin traducir (48 nucleétidos antes de la regién codificante)
y secuencias 3’ sin traducir (42 nucledtidos después de la region codificante). Como alternativa, la molécula de acido
nucleico puede comprender solamente la regién codificante de la SEC ID N°: 1 (por ejemplo que corresponde a la
SEC ID N°: 3).

En otra realizacién preferida, una molécula de dcido nucleico aislada de la invencién comprende una molécula de
dcido nucleico que es un complemento de la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 3, 0
una parte de cualquiera de estas secuencias de nucle6tidos. Una molécula de 4cido nucleico que es complementaria a la
secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 3, es una que es suficientemente complementaria
a la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEC ID N° 1 o SEC ID N°: 3, respectivamente, de modo que pueda
hibridar con la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 3,respectivamente, formando de
este modo un dudplex estable.

Es maés, la molécula de 4cido nucleico de la invencién puede comprender solamente una parte de la secuencia de
acido nucleico de la SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 3, por ejemplo un fragmento que puede usarse como sonda o cebador
o un fragmento que codifica una parte biolégicamente activa de una proteina 14911. La secuencia de nucleétidos
determinada por la clonacion del gen 14911 permite la generacién de sondas y cebadores disefiados para su uso en
la identificacién y/o clonacién otros miembros de la familia 14911, asi como homélogos de 14911 de otras especies.
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La sonda/cebador comprende tedricamente oligonucledtidos basicamente purificados. El oligonucleétido comprende
tipicamente una regioén de secuencia de nucledtidos que hibrida en condiciones rigurosas con al menos 12 6 15,
preferiblemente aproximadamente 20 6 25, mas preferiblemente aproximadamente 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 6 75
nucledtidos consecutivos de una secuencia sentido de la SEC ID N°: 1 o SEC ID N° 3, o una secuencia antisentido de
la SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 3, o una variante alélica o mutante que se produce de forma natural de la SEC ID N°:
1 o SEC ID N°: 3. En una realizacién ejemplar, una molécula de acido nucleico de la presente invencién comprende
una secuencia de nucledtidos que es de al menos 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, u 800 nucleétidos de
longitud, e hibrida en condiciones de hibridacién rigurosas con una molécula de 4cido nucleico de la SEC ID N°: 1 o
SEC ID N°: 3.

Las sondas basadas en las secuencias de nucledtidos de 14911 pueden usarse para detectar transcripciones o se-
cuencias gendmicas que codifican la misma proteina o proteinas homoélogas, en realizaciones preferidas, la sonda
comprende ademds un grupo marca unido a la misma, por ejemplo el grupo marca puede ser un radiois6topo, un
compuesto fluorescente, una enzima, o un cofactor de una enzima. Dichas sondas pueden usarse como parte de un
kit de ensayo de diagndstico para identificar células o tejidos que expresan de forma errénea la proteina 14911, tales
como midiendo un nivel de 4cido nucleico que codifica 14911 en una muestra de células de un sujeto, por ejemplo
detectando los niveles de ARNm de 14911 o determinando si un gen 14911 genémico se ha mutado o delecionado.

Un fragmento de 4cido nucleico que codifica una “parte biolégicamente activa de una proteina 14911 puede
prepararse aislando una parte de la secuencia de nucleétidos de la SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 3, que codifica un poli-
péptido que tiene una actividad biolégica de 14911 (las actividades biolégicas de las proteinas 14911 se describen en
este documento), que expresa la parte codificada de la proteina 14911 (por ejemplo, mediante expresion recombinante
in vitro) y que evalda la actividad de la parte codificada de la proteina 14911.

La invencién abarca ademds, moléculas de acido nucleico que difieren de la secuencia de nucledtidos mostrada
en la SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 3, debido a la degeneracién del cédigo genético y, por tanto, codifican las mismas
proteinas 14911 que las codificadas por la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEC ID N° 1 o SEC ID N°: 3.
En otra realizacidn, una molécula aislada de 4cido nucleico de la invencién tiene una secuencia de nucledtidos que
codifica una proteina que tiene una secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID N°: 2.

Ademas de las secuencias de nucledtidos 14911 mostradas en la SEC ID N° 1 o SEC ID N° 3, se entendera,
por los especialistas en la técnica, que los polimorfismos de la secuencia de ADN que conducen a cambios en la
secuencia de aminodcidos de la proteina 14911 pueden existir dentro de una poblacién (por ejemplo, la poblacién
humana). Dichos polimorfismos genéticos en los genes 14911 pueden existir entre individuos dentro de una poblacién
debido a variacion alélica natural. Como se usa en este documento, las expresiones “gen” y “gen recombinante” se
refieren a moléculas de 4cido nucleico que incluyen un marco de lectura abierto, que codifican una proteina 14911,
preferiblemente una proteina 14911 de mamifero, y que pueden incluir ademads secuencias reguladoras no codificantes,
e intrones. Dichas variaciones alélicas naturales, incluyen proteinas 14911 tanto funcionales como no funcionales, y
pueden dar como resultado tipicamente una variacion del 1-5% en la secuencia de nucleétidos de un gen 14911. Todas
y cada una de dichas variaciones de nucledtidos y los polimorfismo de aminodcidos resultantes en los genes 14911
que son el resultado de la variacién alélica natural, y que no alteran la actividad funcional de una proteina 14911 se
pretende que estén dentro del alcance de la invencién.

Es mads, las moléculas de acido nucleico que codifican otros miembros de la familia 14911 y, por tanto, que tienen
una secuencia de nucleétidos que difiere de las secuencias 14911 de SEC ID N° 1 y SEC ID N°: 3, se pretende
que estén dentro del alcance de la invencién. Por ejemplo, otro ADNc de 14911 puede identificarse en base a la
secuencia de nucleétidos de la 14911 humana. Es mds, las moléculas de dcido nucleico que codifican proteinas 14911
de diferentes especies y, por tanto, que tienen una secuencia de nucledtidos que difiere de la secuencia 14911 de la
SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 3 se pretende que estén dentro del alcance de la invencién. Por ejemplo, un ADNc 14911
de rat6n, puede identificarse en base a la secuencia de nucle6tidos de una 14911 humana.

Las moléculas de dcido nucleico que corresponden a las variantes alélicas naturales y homélogas de los ADNc
de 14911 de la invencién pueden aislarse en base a su homologia con los 4cidos nucleicos 14911 descritos en este
documento usando los ADNc descritos en este documento, o una parte de los mismos, como sondas de hibridacién de
acuerdo con las técnicas de hibridacién convencionales en condiciones de hibridacion rigurosas.

Por consiguiente, en otra realizacién, una molécula aislada de 4cido nucleico de la invencién es de al menos de
15, 20, 25, 30 o més nucleétidos de longitud, e hibrida en condiciones rigurosas con la molécula de dcido nucleico
que comprende la secuencia de nucledtidos de la SEC ID N°: 1 o la SEC ID N° 3. En otra realizacién, el acido
nucleico es al menos de 30, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550 o 600 nucledtidos de longitud.
Como se usa en este documento, la expresién “que hibrida en condiciones rigurosas” pretende describir condiciones
para hibridacién y lavado en las que las secuencias de nucleétidos al menos el 30%, 50%, o 60% homdlogas entre si,
permanecen tipicamente hibridadas entre si. Preferiblemente, las condiciones son tales que las secuencias al menos
aproximadamente el 70%, mas preferiblemente el menos el 80%, incluso mds preferiblemente al menos el 85 o 90%
homdlogas entre si permanecen tipicamente hibridadas entre si. Dichas condiciones rigurosas se conocen por los
especialistas en la técnica, y pueden encontrarse en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley e hijos, N.Y.
(1989), 6.3.1-6.3.6. Un ejemplo preferido no limitante de condiciones de hibridacion rigurosas es la hibridacién en
cloruro sédico/citrato sédico (SSC) X6 a aproximadamente 45°C, seguida de uno o mas lavados en SSC X 0,2, SDS al
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0,1% a 50-65°C. Preferiblemente, una molécula aislada de 4cido nucleico de la invencién, que hibrida en condiciones
rigurosas con la secuencia de la SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 3 corresponde a una molécula de 4cido nucleico de
produccion natural. Como se usa en este documento, una molécula de 4cido nucleico “de produccién natural” se
refiere a una molécula de ARN o ADN que tiene una secuencia de nucleétidos que se produce en la naturaleza (por
ejemplo codifica una proteina natural).

Ademads de las variantes alélicas de produccién natural, de las secuencias 14911 que pueden existir en la poblacion,
el especialista en la técnica, entenderd, que los cambios pueden introducirse mediante mutacién en las secuencias de
nucledtidos de la SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 3, conduciendo de este modo a cambios en la secuencia de aminoacidos
de las proteinas 14911 codificadas, sin alterar la capacidad funcional de las proteinas 14911. Por ejemplo, las susti-
tuciones de nucleétidos que conducen a las sustituciones de aminodcidos en restos de aminoacidos “no esenciales”
pueden realizarse en la secuencia de la SEC ID N° 1 o SEC ID N° 3. Un resto de aminoacido “no esencial” es un
resto que puede alterarse de la secuencia de tipo silvestre de 14911 (por ejemplo la secuencia de la SEC ID N°: 2) sin
alterar la actividad biolégica, mientras que un resto de aminodcido “esencial” se requiere para la actividad bioldgica.
Por ejemplo, los restos de aminodcidos que se conservan entre las proteinas 14911 de la presente invencidn, se prevé
que no estén particularmente dispuestos a alteraciéon. Ademads, los restos de aminodacidos adicionales que se conservan
entre las protefnas 14911 de la presente invencién y otros miembros de la familia 14911 es probable que no estén
dispuestos a la alteracion.

Una molécula aislada de dcido nucleico que codifica una proteina 14911 homoéloga a la proteina de la SEC ID
N°: 2 puede crearse introduciendo una o mds sustituciones, adiciones o deleciones de nucledtidos en la secuencia de
nucledtidos de la SEC ID N°: 1, respectivamente, de modo que una o mads sustituciones, adiciones o deleciones de
aminodcidos se introducen en la proteina codificada, las mutaciones pueden introducirse en la SEC ID N°: 1 mediante
técnicas convencionales, tales como mutagénesis sitio-dirigida y mutagénesis mediada por PCR. Preferiblemente, las
sustituciones de aminodcidos conservativas se realizan en uno o mas restos de aminoacidos predichos como no esen-
ciales. Una “sustitucion de aminodcidos conservativa” es una en la que el resto de aminodacido se sustituye por un resto
de aminodcido que tiene una cadena lateral similar. Las familias de restos de aminoécidos que tienen cadenas laterales
similares se han definido en la técnica. Estas familias incluyen aminodcidos con cadenas laterales bésicas (por ejemplo
lisina, arginina, histidina), cadenas laterales 4cidas (por ejemplo, dcido aspartico, dcido glutdmico), cadenas laterales
polares no cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales
no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas late-
rales beta-ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaéticas (por ejemplo, tirosina,
fenilalanina, triptéfano, histidina). Por tanto, un resto de aminoécido predicho como no esencial en una proteina 14911
se sustituye preferiblemente por otro resto de aminoécido de la misma familia de cadenas laterales. Como alternativa,
en otra realizacion, las mutaciones pueden introducirse al azar a lo largo de toda o parte de la secuencia codificante
de 14911, tales como por mutagénesis por saturacion, y los mutantes resultantes pueden seleccionarse para actividad
biolégica de 14911 para identificar mutantes que mantienen la actividad. Después de 1la mutagénesis de la SEC ID N°:
1, la proteina codificada puede expresarse de forma recombinante y la actividad de la proteina puede determinarse.

En una realizacién preferida, una proteina 14911 mutante pueden ensayarse para la capacidad de: 1) regular la
transmision de sefiales de receptores celulares, por ejemplo, receptores del factor de crecimiento celular; 2) controlar
la entrada de las células en mitosis; 3) modular la diferenciacién celular; 4) modular la muerte celular; o 5) regular la
funcioén del citoesqueleto.

Ademis de las moléculas de 4cido nucleico que codifican protefnas 14911 descritas anteriormente, otro aspecto
de la invencion se refiere a moléculas aisladas de dcido nucleico que son antisentido a las mismas. Un 4cido nucleico
“antisentido” comprende una secuencia de nucledtidos que es complementaria a un dcido nucleico “sentido” que co-
difica una proteina, por ejemplo complementaria a la cadena codificante de una molécula de ADNc de doble cadena o
complementaria a una secuencia de ARNm. Por consiguiente, un dcido nucleico antisentido puede unirse por puentes
de hidrégeno a un 4cido nucleico sentido. El 4cido nucleico antisentido puede ser complementario a una cadena codi-
ficante de 14911 completa, o solamente a una parte de la misma. En una realizacién, una molécula de 4cido nucleico
antisentido es antisentido a una “region codificante” de la cadena codificante de una secuencia de nucleétidos que
codifica 14911. La expresion “region codificante” se refiere a la region de la secuencia de nucleétidos que comprende
codones que se traducen en restos de aminodcidos (por ejemplo, la regién codificante de la 14911 humana corresponde
ala SEC ID N 3). En otra realizacién, la molécula de acido nucleico antisentido es antisentido para una “regién no
codificante” de la cadena codificante de una secuencia de nucledtidos que codifica 14911. La expresion “regién no
codificante” se refiere a secuencias 5’ y 3° que flanquean la regién codificante que no se traducen en aminoécidos (es
decir, también denominadas regiones sin traducir 5’ y 3’).

Dadas las secuencias de cadena codificante que codifican 14911 descritas en este documento (por ejemplo, SEC
ID N°: 3), los 4cido nucleicos antisentido de la invencién pueden disefiarse de acuerdo con las reglas de Watson y
Crick de emparejamiento de bases. La molécula de 4cido nucleico antisentido puede ser complementaria a la regién
codificante de ARNm 14911 completa, pero mds preferiblemente es un oligonucleétido que es antisentido a solamente
una parte de la regién codificante o no codificante de ARNm de 14911. Por ejemplo, el oligonucleétido antisenti-
do puede ser complementario a la regién circundante al sitio de comienzo de la traduccion del ARNm de 14911.
Un oligonucledtido antisentido puede ser, por ejemplo, de aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 6 50
nucledtidos de longitud. Un 4cido nucleico antisentido de la invencién puede construirse usando reacciones de sinte-
sis quimica y ligamiento enzimatico usando procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, un dcido nucleico
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antisentido (por ejemplo, un oligonucleétido antisentido) puede sintetizarse quimicamente usando nucledtidos de pro-
duccién natural, o nucleétidos modificados de diversas maneras, disefiados para aumentar la estabilidad bioldgica de
las moléculas o para aumentar la estabilidad fisica del diiplex formado entre los 4cidos nucleicos antisentido y sentido,
por ejemplo, pueden usarse derivados de fosfotioato y nucleétidos sustituidos por acridina. Ejemplos de nucleétidos
modificados que pueden usarse para generar los dcido nucleicos antisentido incluyen 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo,
S-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroxilmetil) uracilo, 5-carboxime-
tilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo, beta-D-galactosilqueosina, inosina, N6-
isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1 -metilinosina, 2,2-dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcito-
sina, S-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-
D-manosilqueosina, 5’-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, dcido uracil-5-
oxiacético (v), wybutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo,
5-metiluracilo, metiléster del acido uracil-5-oxiacético, acido uracil-5-oxiacético (v), 5-metil-2-tiouracilo, 3-(3-ami-
no-3-N-2-carboxipropil) uracilo, (acp3)w, y 2,6-diaminopurina. Como alternativa, el dcido nucleico antisentido puede
producirse biolégicamente usando un vector de expresion en el que se ha subclonado un 4cido nucleico en una orien-
tacion antisentido (es decir, la transcripciéon de ARN del 4cido nucleico insertado serd de una orientacién antisentido
a un 4cido nucleico diana de interés, descrito adicionalmente en la siguiente subseccion).

Las moléculas de dcido nucleico antisentido de la invencién se administran tipicamente a un sujeto o se generan in
situ de modo que hibriden con o se unan a ARNm celular y/o ADN genémico que codifican una proteina 14911 para
inhibir de este modo la expresion de la proteina, por ejemplo, inhibiendo la trascripcion y/o traduccién. La hibridacién
puede ser por complementariedad de nucleétidos convencional, para formar un diplex estable o, por ejemplo, en el
caso de una molécula de dcido nucleico antisentido que se une a duiplex de ADN a través de interacciones especificas
en el surco principal de la doble hélice. Un ejemplo de una via de administracién de moléculas de acido nucleico
antisentido de la invencion incluye la inyeccion directa en un sitio tisular. Como alternativa, las moléculas de acido
nucleico antisentido pueden modificarse para dirigirse a células seleccionadas y después administrarse sistémicamente.
Por ejemplo, para la administracion sistémica, las moléculas antisentido pueden modificarse de modo que se unan
especificamente a receptores o a antigenos expresados en una superficie celular seleccionada, por ejemplo, uniendo las
moléculas de dcido nucleico antisentido a péptidos o a anticuerpos que se unen a receptores de la superficie celular o
a antigenos. Las moléculas de 4cido nucleico antisentido también pueden suministrarse a células usando los vectores
descritos en este documento. Para alcanzar concentraciones intracelulares suficientes de las moléculas antisentido, se
prefieren construcciones de vectores en las que la molécula de 4cido nucleico antisentido se coloca bajo el control de
un promotor pol II o pol III fuerte.

En otra realizaciéon mas, la molécula de acido nucleico antisentido de la invencidén es una molécula de acido
nucleico a-anomérica. Una molécula de dcido nucleico a-anomérica forma hibridos especificos de doble cadena con
ARN complementario en las que, contrariamente a las S-unidades normales, las cadenas corren paralelas entre si
(Gaultier y col. (1987) Nucleic Acids. Res. 15:6625-6641). La molécula de 4cido nucleico antisentido puede también
comprender un 2’-o-metilrribonucleétido (Inoue y col. (1987) Nucleic Acids Res. 35:6131-6148) o un andlogo de
ARN-ADN quimérico (Inoue y col. (1987) FEBS Lett. 215:327-330).

En otra realizaciéon mas, un acido nucleico antisentido de la invencidn es una ribozima. Las ribozimas son molécu-
las de ARN cataliticas con actividad ribonucleasa que son capaces de escindir un dcido nucleico de cadena sencilla, tal
como un ARNm, para el que tienen una regiéon complementaria. Por tanto, las ribozimas (por ejemplo, ribozimas de
cabeza de martillo (descritas en Haselhoff y Gerlach (1988) Nature 334:585-591)) pueden usarse para escindir catali-
ticamente transcripciones de ARNm de 14911 para de este modo inhibir la traduccién de ARNm 14911. Una ribozima
que tiene especificidad para un 4cido nucleico que codifica 14911 puede disefiarse en base a la secuencia de nucledti-
dos de un ADNc de 14911 descrito en este documento (es decir, SEC ID N°: 1 o SEC ID N°: 3). Por ejemplo, puede
construirse un derivado de un ARN de Tetrahymena L-19 IVS, en el que la secuencia de nucleétidos del sitio activo
sea complementaria a la secuencia de nucleétidos a escindir en un ARNm que codifica 14911. Véase, por ejemplo,
Cech y col. Patente de Estados Unidos N°® 4.987.071; y Cech y col. Patente de Estados Unidos N° 5.116.742. Como
alternativa, el ARNm de 14911 puede usarse para seleccionar un ARN catalitico que tiene una actividad ribonucleasa
especifica de una reserva de moléculas de ARN. Véase Bartel, D. y Szostak, J.W. (1993) Science 261:1411-1418.

Como alternativa, la expresion del gen 14911 puede inhibirse dirigiéndose a secuencias de nucledtidos comple-
mentarias a la regién reguladora de la 14911 (por ejemplo, el promotor y/o potenciadores de 14911) para formar
estructuras de triple hélice que evitan la trascripcion del gen 14911 en las células diana. Véase generalmente, Helene,
C. (1991) Anticancer Drug Des. 6(6):569-84; Helene, C. y col. (1992) Ann. NY. Acad. Sci. 660:27-36; y Maher, L. J.
(1992) Bioassays 14(12):807-15.

En otra realizacién mds, las moléculas de 4cido nucleico 14911 de la presente invencién pueden modificarse en los
restos bdsicos, en los restos de azicar o en la estructura de fosfato para mejorar, por ejemplo, la estabilidad, hibridacién,
o solubilidad de la molécula. Por ejemplo, la estructura de la desoxirribosa fosfato de las moléculas de dcido nucleico
puede modificarse para generar dcidos nucleicos peptidicos (véase Hyrup B. y col. (1996) Bioorganic & Medicinal
Chemistry 4 (1): 5-23). Como se usa en este documento, las expresiones “4dcidos nucleicos peptidicos” o “ANP”
se refieren a dcido nucleicos miméticos, por ejemplo, ADN miméticos, en los que la estructura de la desoxirribosa
fosfato se sustituye por una estructura de pseudopéptido y s6lo se mantienen las cuatro bases de nucleétidos naturales.
La estructura neutral de ANP ha demostrado permitir la hibridacién especifica a ADN y ARN en condiciones de baja
fuerza iénica. La sintesis de oligémeros de ANP puede realizarse utilizando protocolos de sintesis peptidica de fase
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solida convencionales como se describe en Hyrup B. y col. (1996) supra; Perry-O’Keefe y col. Proc. Natl. Acad. Sci.
93: 14670-675.

Pueden usarse ANP de moléculas de dcido nucleico 14911 en aplicaciones terapéuticas y de diagndstico. Por
ejemplo, pueden usarse ANP como agentes antisentido o antigenos para modulacién especifica de secuencia de la
expresion génica induciendo, por ejemplo, la deteccion de la trascripcion o la traduccién o inhibiendo la replicacion.
Los ANP de moléculas de dcido nucleico 14911 pueden usarse también en el andlisis de mutaciones de un tnico
par de bases en un gen (por ejemplo, mediante fijaciéon por PCR dirigida por ANP); como “enzimas de restriccion
artificiales” cuando se usan en combinacién con otras enzimas (por ejemplo, S1 nucleasas (Hyrup B. (1996) supra));
o como sondas o cebadores para secuenciacion o hibridacién de ADN (Hyrup B. y col. (1996) supra; Perry-O’Keefe
supra).

En otra realizacién, los ANP de 14911 pueden modificarse (por ejemplo, para potenciar su estabilidad o captacién
celular) uniendo grupos lipdfilos u otros grupos de ayuda a los ANP, mediante la formacién de quimeras ANP-ADN, o
mediante el uso de liposomas u otras técnicas de suministro de farmacos conocidas en la técnica. Por ejemplo, pueden
generarse quimeras ANP-ADN de moléculas de 4cido nucleico 14911 que pueden combinar las propiedades ventajo-
sas de ANP y ADN. Dichas quimeras permiten a las enzimas de reconocimiento de ADN (por ejemplo, ARNasa H y
ADN polimerasas), interaccionar con la parte de ADN mientras que la parte de ANP podria proporcionar alta afinidad
de unién y especificidad. Las quimeras ANP-ADN puede unirse usando enlazantes de longitudes apropiadas seleccio-
nados en términos de apilamiento de bases, cantidad de enlaces entre las bases de nucleétidos y orientacién (Hyrup B.
(1996) supra). La sintesis de quimeras ANP-ADN puede realizarse como se describe en Hyrup B. (1996) supra y Finn
P. J. y col. (1996) Nucleic Acids Res. 24(17): 3357-63. Por ejemplo, una cadena de ADN puede sintetizarse sobre un
soporte solido usando quimica de emparejamiento de fosforamidita convencional y andlogos de nucledsidos modifi-
cados, por ejemplo, 5’-(4-memoxitritil)amino-5’-desoxi-timidina fosforamidita, puede usarse como un intermediario
entre el ANP y el extremo 5° de ADN (Mag, M: y col. (1989) Nucleic Acid Res. 17: 5973-88). Los monémeros de ANP
se acoplan después paso a paso para producir una molécula quimérica con un segmento 5’ de ANP y un segmento 3’ de
ADN (Finn PJ. y col. (1996) supra). Como alternativa, las moléculas quiméricas pueden sintetizarse con un segmento
5’ de ADN y un segmento 3° de ANP (Peterser, K.H. y col. (1975) Bioorganic Med. Chan. Lett. 5:1119-11124).

En otras realizaciones, el oligonucledtido puede incluir otros grupos adjuntos tales como péptidos (por ejemplo,
para dirigirse a receptores de células huésped en in vivo), o agentes que facilitan el transporte a través de la membrana
celular (véase, por ejemplo, Letsinger y col. (1989) Proc. Natl. Acad, Sci. US. 86:6553-6556; Lemaitre y col. (1987)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:648-652; N° de Publicacién de PCT W088/09810) o en la barrera sangre-cerebro
(véase, por ejemplo, N° de Publicacién de PCT W089/10134). Ademds, los oligonucleétidos pueden modificarse con
agentes de escision desencadenados por hibridacion (véase, por ejemplo, Krol y col. (1988) Bio-Techniques 6:958-
976) o agentes intercalantes (véase, por ejemplo, Zon (1988) Pharm. Res. 5:539-549). Para este fin, el oligonucleétido
puede conjugarse con otra molécula (por ejemplo, un péptido, un agente reticulante desencadenado por hibridacion,
un agente de transporte, o un agente de escisién desencadenado por escision.

II. Proteinas 14911 y anticuerpos anti-14911 aislados

Un aspecto de la invencion se refiere a proteinas 14911 aisladas, y partes bioldgicamente activas de las mismas, asi
como a fragmentos de polipéptidos adecuados para uso como inmundgenos para inducir anticuerpos anti-14911. En
una realizacidn, las proteinas 14911 nativas pueden aislarse de fuentes celulares o tisulares mediante un programa de
purificacion apropiado usando técnicas de purificacion de proteinas convencionales. En otra realizacion, las proteinas
14911 se producen mediante técnicas de ADN recombinante. Como alternativa a la expresion recombinante, una
proteina 14911 o un polipéptido puede sintetizarse quimicamente usando técnicas de sintesis peptidica convencionales.

Una proteina o parte biolégicamente activa de la misma “aislada” o “purificada” estd basicamente libre de material
celular u otras protefnas contaminantes de la célula o tejido de la que la proteina 14911 se obtuvo, o basicamente libre
de precursores quimicos u otros compuestos quimicos cuando se sintetiza quimicamente. La expresion “basicamente
libre de material celular” incluye preparaciones de proteina 14911 en las que la proteina se separa de los componentes
celulares de las células de las que se aisla o se produce de forma recombinante. En una realizacion, la expresion “ba-
sicamente libre de material celular” incluye preparaciones de proteina 14911 que tienen menos de aproximadamente
el 30% (en peso seco) de proteina no 14911 (también denominada en este documento “proteina contaminante”), mas
preferiblemente menos de aproximadamente el 20% de proteina no 14911, ain més preferiblemente menos de apro-
ximadamente el 10% de proteina no 14911, y lo més preferiblemente menos de aproximadamente el 5% de proteina
no 14911. Cuando la proteina 14911 o parte biolégicamente activa de la misma se produce de forma recombinante,
también estd preferiblemente libre de medio de cultivo, es decir, el medio de cultivo representa menos de aproxi-
madamente el 20%, mds preferiblemente menos de aproximadamente el 10%, y lo mds preferiblemente, menos de
aproximadamente el 5% del volumen de la preparacién de proteina.

La expresion “basicamente libre de precursores quimicos u otros productos quimicos” incluye preparaciones de
proteina 14911 en las que la proteina se separa de precursores quimicos u otros compuestos quimicos que estdn
implicados en la sintesis de la proteina. En una realizacién, la expresion “basicamente libre de precursores quimicos u
otros productos quimicos” incluye preparaciones de proteina 14911 que tienen menos de aproximadamente el 30% (en
peso seco) de precursores quimicos o productos quimicos no 14911, mas preferiblemente menos de aproximadamente
el 20% de precursores quimicos o productos quimicos no 14911, atin mas preferiblemente menos de aproximadamente

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2266 195 T3

el 10% de precursores quimicos o productos quimicos no 14911, y lo mas preferiblemente menos de aproximadamente
el 5% de precursores quimicos o productos quimicos no 14911.

Partes biolégicamente activas de una proteina 14911 incluyen péptidos que comprenden secuencias de amino4ci-
dos suficientemente homdlogas a las obtenidas de la secuencia de aminodcidos de la proteina 14911, por ejemplo, la
secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID N°: 2, que incluye menos aminodcidos que las protefnas 14911 de
longitud completa, y muestra al menos una actividad de una proteina 14911. Tipicamente, las partes biolégicamente
activas comprenden un dominio u motivo con al menos una actividad de la proteina 14911. Una parte biolégicamen-
te activa de una proteina 14911 puede ser un polipéptido que es por ejemplo, de al menos 10, 25, 50, 100 o mas
aminodcidos de longitud.

En una realizacion preferida, la proteina 14911 tiene una secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID N°: 2.

Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminodcidos de dos secuencias de acido nucleico,
las secuencias se alinean para fines de dptima comparacién (por ejemplo, pueden introducirse huecos en una o en
ambas de una primera y segunda secuencia de aminodcidos o de dcido nucleicos para una alineacién Optima y las
secuencias no homdlogas pueden no tenerse en cuenta para fines de comparacion). En una realizacioén preferida, la
longitud de una secuencia de referencia alineada para fines de comparacién es al menos el 30%, preferiblemente al
menos el 40%, més preferiblemente al menos el 50%, incluso més preferiblemente al menos el 60%, e incluso més
preferiblemente al menos el 70%, 80 % 6 90% de la longitud de la secuencia de referencia (por ejemplo, cuando se
alinea una secunda secuencia a la 14911, la secuencia de aminodcidos de SEC ID N°: 2 que tiene 396 restos de ami-
nodcidos, al menos aproximadamente 119, preferiblemente al menos 158, mds preferiblemente al menos 198, incluso
mas preferiblemente al menos 238, e incluso mas preferiblemente al menos 277, 317, o 356 restos de aminoacidos
se alinean). Los restos de aminodcidos o nucleétidos en las posiciones de aminodcido o posiciones de nucleétidos
correspondientes se comparan entonces. Cuando una posicién en la primera secuencia estd ocupada por el mismo
resto de aminodcido o nucledtido que la porcion correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son
idénticas en esta posicién (como se usa en este documento “identidad” de aminodcido o 4cido nucleico es equivalente
a “homologia” de aminodcido o dcido nucleico). El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcién
de la cantidad de posiciones idénticas compartidas por las secuencias, teniendo en cuenta el nimero de huecos, y la
longitud de cada hueco, que necesita introducirse para la alineacioén 6ptima de las dos secuencias.

La comparacién de secuencias y la determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias puede realizarse
usando un algoritmo matemético. En una realizacién preferida, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de ami-
nodcidos se determina usando el programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en http://www.gcg.com),
usando una matriz Blossom 62 o una matriz PAM250, y un peso de huecos de 16, 14, 12, 10, 8, 6, 6 4 y un peso de
longitud de 1, 2, 3, 4, 5, 6 6. En otra realizacién preferida mds, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de
nucledtidos se determina usando el programa GAP en el paquete software GCG (disponible en http://www.gcg.com),
usando una matriz NWSgapdna.CMP y un peso de huecos de 40, 50, 60, 70 u 80, y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4,
5,66.

Las secuencias de dcido nucleico y proteina de la presente invencion pueden usarse adicionalmente como una ““se-
cuencia interrogante” para realizar una busqueda en bases de datos publicas para, por ejemplo, identificar otros miem-
bros de la familia o secuencias relacionadas. Dichas bisquedas pueden realizarse usando los programas NBLAST y
XBLAST (versién 2.0) de Altschul, y col. (1990) J. Mol Biol. 215:403-10. Las busquedas de nucleétidos de BLAST
pueden realizarse con el programa NBLAST, valor = 100, longitud de palabra = 12 para conseguir secuencias de
nucledtidos homdlogas a las moléculas de acido nucleico 14911 de la invencién. Las busquedas de proteina BLAST
pueden realizarse con el programa XBLAST, valor = 50, longitud de palabra = 3, para conseguir secuencias de ami-
nodcidos homdlogas a las moléculas de proteina 14911 de la invencién. Para conseguir alineaciones huecas para fines
de comparacion, puede utilizarse el Gapped BLAST como se describe en Altschul y col, (1997) Nucleic Acids Res.
25(17):3389-3402. Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, pueden usarse los pardmetros por
defecto de los respectivos programas (por ejemplo, XBLAST y NBLAST) véase http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

La invencién también proporciona proteinas quiméricas o de fusién 14911. Como se usa en este documento, una
“proteina quimérica” o “proteina de fusion” 14911 comprende un polipéptido 14911 unido de forma operativa a un
polipéptido no-14911. Un “polipéptido 14911 se refiere a un polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos que
corresponde a 14911, mientras que un “polipéptido no-14911” se refiere a un polipéptido que tiene una secuencia de
aminodcidos que corresponde a una proteina que no es basicamente homéloga a la proteina 14911, por ejemplo, una
proteina que es diferente de la proteina 14911 y que se obtiene del mismo o de un organismo diferente. Dentro de
una proteina de fusién 14911 el polipéptido 14911 puede corresponder a toda o a una parte de una proteina 14911.
En una realizacién preferida, una proteina de fusién 14911 comprende al menos una parte biolégicamente activa
de una proteina 14911. En otra realizacién preferida, una proteina de fusién 14911 comprende al menos dos partes
biolégicamente activas de una proteina 14911. Dentro de la proteina de fusién, la expresién “unida de forma operativa”
pretende indicar que el polipéptido 14911 y el polipéptido no-14911 se unen en marco entre si. El polipéptido no-1491 1
puede unirse al extremo N o al extremo C del polipéptido 14911.

Por ejemplo, en una realizacion, la proteina de fusion es una proteina de fusiéon GST-14911, en la que las secuencias
14911 se fusionan al extremo C de las secuencias GST. Dichas proteinas de fusion pueden facilitar la purificacion de
un 14911 recombinante.
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En otra realizacion, la proteina de fusion es una proteina 14911 que contiene una secuencia de sefial heteréloga en
su extremo N. En ciertas células huésped (por ejemplo, células huésped de mamifero) la expresién y/o la secrecion de
14911 puede aumentar a través del uso de una secuencia de sefial heteréloga.

Las proteinas de fusién 14911 de la invencién pueden incorporarse en composiciones farmacéuticas y administrar-
se a un sujeto in vivo. Las proteinas de fusién 14911 pueden usarse para afectar a la biodisponibilidad de un sustrato
14911. El uso de proteinas de fusién 14911 puede ser terapéuticamente ttil para el tratamiento de trastornos rela-
cionados con el crecimiento celular, por ejemplo, trastornos cardiovasculares. Ademads, las proteinas de fusién 14911
de la invencién pueden usarse como inmundgenos para producir anticuerpos anti-14911 en un sujeto, para purificar
ligandos de 14911 y en ensayos de exploracion para identificar moléculas que inhiben la interaccién de 14911 con un
sustrato 14911.

Preferiblemente, una proteina quimérica o de fusién 14911 de la invencién se produce mediante técnicas de ADN
recombinante convencionales. Por ejemplo, los fragmentos de ADN que codifican las diferentes secuencias de po-
lipéptidos se ligan entre si en marco de acuerdo con las técnicas convencionales, por ejemplo, empleando extremos
romos o escalonados para el ligamiento, la digestién con enzimas de restriccién para proporcionar extremos apropia-
dos, rellenando los extremos cohesivos como fuera apropiado, el tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar uniones
no deseables y ligamiento enzimadtico. En otra realizacion, el gen de fusién puede sintetizarse mediante técnicas con-
vencionales incluyendo sintetizadores de ADN automdticos. Como alternativa, se puede realizar amplificacién por
PCR de fragmentos génicos usando cebadores ancla que dan origen a salientes complementarios entre dos fragmentos
génicos consecutivos que pueden disponerse y reamplificarse posteriormente para generar una secuencia génica qui-
mérica (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel y col. John Wiley e hijos: 1992). Es
mas, estdn disponibles en el mercado muchos vectores de expresién que ya codifican un resto de fusién (por ejemplo,
un polipéptido GST). Un 4cido nucleico que codifica 14911 puede clonarse en dicho vector de expresion de modo que
el resto de fusion se una en marco a la proteina 14911.

La presente invencién también se refiere a variantes de las proteinas 14911 con funcién como agonistas de 14911
(miméticos) o como antagonistas de 14911. Las variantes de las proteinas 14911 pueden generarse mediante mutagé-
nesis, por ejemplo, mutacién en un nico punto, o truncamiento de una proteina 14911. Un agonista de las proteinas
14911 puede mantener basicamente la misma, o un subconjunto, de las actividades biolégicas de la forma de la protei-
na 14911 obtenida de forma natural. Un antagonista de una proteina 14911 puede inhibir una o mds de las actividades
de la forma producida de forma natural de la proteina 14911 modulando, por ejemplo, de forma competitiva, una
actividad del sistema cardiovascular de una proteina 14911. Por tanto, los efectos bioldgicos especificos pueden pro-
vocarse mediante un tratamiento con una variante de funcion limitada. En una realizacion, el tratamiento de un sujeto
con una variante que tiene un subconjunto de las actividades bioldgicas de la forma producida de forma natural de la
proteina tiene menos efectos secundarios en un sujeto en relacién al tratamiento con la forma de produccién natural
de la proteina 14911.

En una realizacidn, las variantes de una proteina 14911 que funcionan como agonistas de 14911 (miméticos) o
como antagonistas de 14911 respectivamente pueden identificarse explorando bibliotecas combinatorias de mutantes,
por ejemplo, mutantes de truncamiento, de una proteina 14911 para actividad agonista o antagonista de proteina 14911.
En una realizacion, una biblioteca variegada de variantes de 14911 se genera mediante mutagénesis combinatoria
en el nivel de 4cido nucleico, y se codifica mediante una biblioteca génica variegada. Una biblioteca variegada de
variantes de 14911 puede producirse ligando enzimdticamente por ejemplo, una mezcla de oligonucleétidos sintéticos
en secuencias génicas de modo que un conjunto degenerado de secuencias 14911 potenciales es expresable como
polipéptidos individuales o, como alternativa, como un conjunto de proteinas de fusién mayores (por ejemplo, para
exposicion en fagos) que contienen el conjunto de secuencias 14911 en su interior. Existen diversos procedimientos que
pueden usarse para producir bibliotecas de variantes 14911 potenciales de una secuencia de nucleétidos degenerada.
La sintesis quimica de una secuencia génica degenerada puede realizarse en un sintetizador de ADN automético, y
el gen sintético se liga después en un vector de expresion apropiado. El uso de un conjunto degenerado de genes
permite proporcionar, en una mezcla, todas las secuencias que codifican el conjunto deseado de secuencias 14911
potenciales. Los procedimientos para sintetizar oligonucledtidos degenerados se conocen en la técnica (véase, por
ejemplo, Narang, S.A. (1983) Tetrahedron 39:3; Itakura y col. (1984) Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakura y col.
(1984) Science 198:1056; Ike y col. (1983) Nucleic Acid Res. 11:477.

Ademds, las bibliotecas de fragmentos de una secuencia que codifica una proteina 14911 pueden usarse para
generar una poblacién variegada de fragmentos 14911 respectivamente para explorar y posteriormente seleccionar
variantes de una proteina 14911. En una realizacién, una biblioteca de fragmentos de secuencia codificante puede
generarse tratando un fragmento de PCR de doble cadena de una secuencia codificante de 14911 con una nucleasa
en condiciones donde el mellado se produce solamente una vez por molécula, desnaturalizando el ADN de doble
cadena, renaturalizando el ADN para formar ADN de doble cadena que puede incluir pares sentido/antisentido de
diferentes productos mellados, retirando partes de cadena sencilla de diplex reformados por tratamiento con nucleasa
S1, y ligando la biblioteca de fragmentos resultante en un vector de expresién. Mediante este procedimiento, puede
obtenerse una biblioteca de expresion que codifica fragmentos N-terminales, C-terminales e internos de la proteina
14911 de diversos tamafios.

Se conocen varias técnicas en la técnica para explorar productos génicos de bibliotecas combinatorias fabricadas
mediante mutaciones puntuales o truncamientos, y para explorar bibliotecas de ADNc para productos génicos que
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tienen una propiedad seleccionada. Dichas técnicas son adaptables para exploracién rapida de las bibliotecas génicas
generadas mediante la mutagénesis combinatoria de proteinas 14911. Las técnicas mds ampliamente usadas, que estdn
disponibles para andlisis de alta produccién, para explorar grandes bibliotecas génicas, incluyen tipicamente clonar la
biblioteca génica en vectores de expresion replicables, transformar células apropiadas con la biblioteca resultante de
vectores, y expresar los genes combinatorios en condiciones en las que la deteccion de una actividad deseada facilita
el aislamiento del vector que codifica el gel cuyo producto se detectd. La mutagénesis de conjunto recursivo (REM),
una nueva técnica que potencia la frecuencia de mutantes funcionales en las bibliotecas, puede usarse en combinacién
con los ensayos de exploracion para identificar variantes de 14911 (Arkin y Yourvan (1992) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89:7811-7815; Delgrave y col. (1993) Protein Engineering 6(3):327-331).

En una realizacidn, los ensayos basados en células pueden realizarse para analizar una biblioteca 14911 variegada.
Por ejemplo, una biblioteca de vectores de expresion puede transfectarse en una linea celular que sintetice de forma
ordinaria y secrete 14911. Las células transfectadas se cultivan después de modo que se secreten 14911 y un mutante
particular de 14911 y el efecto de la expresién del mutante en la actividad 14911 en los sobrenadantes celulares
pueda detectarse, por ejemplo, mediante cualquiera de varios ensayos enzimdticos. El ADN de los pldsmidos puede
recuperarse de las células que presentan un valor de inhibicién, o como alternativa, actividad de potenciacién de 14911,
y los clones individuales caracterizarse adicionalmente.

Una proteina 14911 aislada, o una parte o fragmento de la misma puede usarse como un inmundgeno para gene-
rar anticuerpos que se unen a 14911 usando técnicas convencionales para preparacion de anticuerpos policlonales y
monoclonales. Puede usarse una proteina 14911 de longitud completa o, como alternativa, la invencién proporciona
fragmentos peptidicos antigénicos de 14911 para su uso como inmunégenos. El péptido antigénico de 14911 compren-
de al menos 8 restos de aminoacidos de la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID N°: 2 y abarca un epitope
de 14911 de modo que un anticuerpo inducido contra el péptido forme un complejo inmune especifico con 14911.
Preferiblemente, el péptido antigénico comprende al menos 10 restos de aminoécidos, mds preferiblemente al menos
15 restos de aminodcidos, incluso mds preferiblemente al menos 20 restos de aminodcidos, y lo mas preferiblemente
al menos 30 restos de aminodcidos.

Los epitopes preferidos abarcados por el péptido antigénico son regiones de 14911 que se sitiian en la superficie
de la proteina, por ejemplo, regiones hidrdfilas.

Un inmunégeno de 14911 se usa tipicamente para preparar anticuerpos inmunizando un sujeto adecuado (por
ejemplo, conejo, cabra, ratén u otro mamifero) con el inmunégeno. Una preparacién inmunogénica apropiada puede
contener, por ejemplo, proteina 14911 expresada de forma recombinante o un polipéptido de 14911 sintetizado quimi-
camente. La preparacion puede incluir ademds un adyuvante, tal como el adyuvante completo o incompleto de Freund,
o un agente inmunoestimulante similar. La inmunizacién de un sujeto adecuado con una preparaciéon inmunogénica
de 14911 induce una respuesta de anticuerpo anti-14911 policlonal.

Por consiguiente, otro aspecto de la invencién se refiere a anticuerpos anti-14911. El término “anticuerpo” co-
mo se usa en este documento, se refiere a moléculas de inmunoglobulina y partes inmunolégicamente activas de
moléculas de inmunoglobulina, es decir, moléculas que contienen un sitio de unién al antigeno que se une especi-
ficamente (inmunorreacciona con) un antigeno, tal como 14911. Ejemplos de partes inmunolégicamente activas de
moléculas de inmunoglobulina incluyen fragmentos F(ab) y F(ab’)2 que pueden generarse tratando el anticuerpo
con una enzima tal como pepsina. La invencién proporciona anticuerpos policlonales y monoclonales que se unen
a 14911. La expresién “anticuerpo monoclonal” o “composicién de anticuerpo monoclonal”, como se usa en este
documento, se refiere a una poblacién de moléculas de anticuerpo que contienen solamente especies de un sitio de
un antigeno capaz de inmunorreaccionar con un epitope particular de 14911. Una composicién de anticuerpo mo-
noclonal, por tanto, muestra tipicamente una unica afinidad de unién para una proteina 14911 particular con la que
inmunorreacciona.

Los anticuerpos anti-14911 policlonales pueden prepararse como se ha descrito anteriormente inmunizando a un
sujeto adecuado con un inmundgeno 14911. El titulo de anticuerpos anti-14911 en el sujeto inmunizado puede contro-
larse en el tiempo mediante técnicas convencionales, tales como con un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA) usando 14911 inmovilizado. Si se desea, las moléculas de anticuerpo dirigidas contra 14911 pueden aislarse
del mamifero (por ejemplo, de la sangre) y purificarse adicionalmente mediante técnicas bien conocidas, tales como
cromatografia de proteina A para conseguir la fraccién IgG. En un momento apropiado después de la inmunizacion,
por ejemplo, cuando los titulos de anticuerpo anti-14911 son los mds altos, las células que producen anticuerpos
pueden obtenerse del sujeto y usarse para preparar anticuerpos monoclonales mediante técnicas convencionales, ta-
les como la técnica de hibridoma, descrita originalmente por Kohler y Milstein (1975) Nature 256:495-497) (véase
también, Brown y col. (1981) J. Immunol. 127:539-46; Brown y col. (1980) J. Biol. Chem. .255:4980-83; Yeh y col.
(1976) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76:2927-31;y Yeh y col. (1982) Int. J. Cancer 29:269-75), la mas reciente técnica
de hibridoma de células B humanas (Kozbor y col (1983) Immunol Today 4:72), y la técnica de hibridoma EBV (Cole
y col. (3985), Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pdgs. 77-96) o técnicas de trimoa. La
tecnologia para producir hibridomas de anticuerpos monoclonales se conoce bien (véase, en general, R. H. Kenneth,
en Monoclonal Antibodies: A New Dimension In Biological Analyses, Plenum Publishing Corp., New York, New York
(1980); E. A. Lerner (1981) Yale J. Biol. Med., 54:387-402; M. L. Gefter y col. (1977) Somatic Cell Genet. 3:231-36).
En resumen, una linea celular inmortal (tfpicamente un mieloma) se fusiona a los linfocitos (tipicamente esplenocitos)
de un mamifero inmunizado con un inmundégeno 14911 como se ha descrito anteriormente, y los sobrenadantes del
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cultivo de las células de hibridoma resultantes se exploran para identificar un hibridoma que produce un anticuerpo
monoclonal que se une a 14911.

Cualquiera de los muchos protocolos bien conocidos usados para fusionar linfocitos y lineas celulares inmortali-
zadas puede aplicarse para el fin de generar un anticuerpo anti-14911 monoclonal, (véase, por ejemplo, G. Galfre y
col. (1977) Nature 266:55052; Gefter y col. Somatic Cell Genet., cited supra; Lerner, Yale J. Biol. Med., cited supra;
Kenneth, Monoclonal Antibodies, cited supra). Es mds, el especialista en la técnica ordinario, entenderd que existen
muchas variaciones de dichos procedimientos que también podrian ser ttiles. Tipicamente, la linea celular inmor-
tal (por ejemplo, una linea celular de mieloma) se obtiene de la misma especie de mamifero que los linfocitos. Por
ejemplo, los hibridomas de ratén murino pueden fabricarse fusionando linfocitos de un ratén inmunizado con una
preparacién inmunogénica de la presente invencion con una linea celular de ratén inmortalizada. Las lineas celulares
inmortales preferidas son lineas celulares de mieloma de ratén que son sensibles a medio de cultivo que contiene hipo-
xantina, aminopterina y timidina (“medio HAT”). Cualquiera de varias lineas celulares de mieloma puede usarse como
compaiiero de fusién de acuerdo con las técnicas convencionales, por ejemplo las lineas de mieloma P3-NS1/1-Ag4-
1, P3-x63-Ag8.653 o Sp2/0O-Agl4. Estas lineas de mieloma estdn disponibles de ATCC. Tipicamente, las células de
mieloma de ratén sensibles a HAT se fusionan a esplenocitos de ratén usando polietilenglicol (“PEG”). Las células de
hibridoma resultantes de la fusion se seleccionan usando medio HAT, que mata las células no fusionadas y fusionadas
de forma no productiva (los esplenocitos sin fusionar mueren después de varios dias porque no se transforman). Las
células de hibridoma que producen anticuerpo monoclonal de la invencion se detectan explorando los sobrenadantes
del cultivo de hibridoma para anticuerpos que se unan a 14911, por ejemplo, usando un ensayo ELISA convencional.

Como alternativa a preparar hibridomas que secretan anticuerpos monoclonales, un anticuerpo anti-14911 mono-
clonal puede identificarse y aislarse explorando una biblioteca de inmunoglobulina combinatoria recombinante (por
ejemplo una biblioteca de exposicién de fagos) con 14911 para de este modo aislar miembros de la biblioteca de
inmunoglobulina que se unan a 14911. Los kits para generar y explorar bibliotecas de fagos estdn disponibles en
el mercado (por ejemplo, el the Pharmacia Recombinant Phage Antibody System, N° de Catdlogo. 27-9400-01; y el
Stratagene SurfZAP™ Phage Display Kit, N° de Catalogo. 240612). Adicionalmente, ejemplos de procedimientos y
reactivos particularmente Utiles para el uso en generar y explorar bibliotecas de exposicién de anticuerpos pueden
encontrarse en, por ejemplo, Ladner y col. Patente de Estados Unidos N° 5.223.409; Kang y col. Publicacién interna-
cional PCT N° WO 92/18619; Dower y col Publicacién Internacional PCT N° WO 91/17271; Winter y col. Publicacién
Internacional PCT N° WO 92/20791; Markland y col. Publicacién Internacional PCT N° WO 92/15679; Breitling y col.
Publicacién Internacional PCT N° WO 93/01288; McCafferty y col. Publicacién Internacional PCT N° WO 92/01047;
Garrard y col. Publicacién Internacional PCT N° WO 92/09690; Ladner y col Publicacion Internacional PCT N° WO
90/02809; Fuchs y col. (1991) Bio/Technology 9:1370-1372; Hay y col. (1992) Hum. Antibod. Hybridomas 3:81-85;
Huse y col. (1989) Science 246:1275-1281; Griffiths y col. (1993) EMBO J 12:725-734; Hawkins y col. (1992) J. Mol
Biol 226:889-896; Clarkson y col (1991) Nature 352:624-628; Gram y col. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:3576-
3580; Garrad y col. (1991) Bio/Technology 9:1373-1377; Hoogenboom y col. (1991) Nuc. Acid Res. 19:4133-4137,
Barbas y col. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:7978-7982; y McCafferty y col Nature (1990) 348:552-554.

Adicionalmente, anticuerpos anti-14911 recombinantes, tales como anticuerpos monoclonales quiméricos y hu-
manizados, que comprenden tanto partes humanas como partes no humanas, que pueden fabricarse usando técnicas
de ADN recombinante convencionales, estin dentro del alcance de la invencién. Dichos anticuerpos monoclonales
quiméricos y humanizados pueden producirse mediante técnicas de ADN recombinante conocidas en la técnica, por
ejemplo usando procedimientos descritos en Robinson y col Solicitud Internacional N° PCT/US86/02269; Akira, y
col. Solicitud de Patente Europea N° 184.187; Taniguchi, M., Solicitud de Patente Europea 171.496; Motrrison y col
Solicitud de Patente Europea 173.494; Neuberger y col. Publicacién Internacional PCT N° WO 86/01533; Cabilly y
col Patente de Estados Unidos N° 4.816.567;Cabilly y col Solicitud de Patente Europea 125.023; Better y col. (1988)
Science 240:1041-1043; Liu y col (1987) Proc Natl Acad. Sci. USA 84:3439-3443; Liu y col. (1987) J. Immunol.
139:3521-3526; Sun y col (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:214-218; Nishimura y col. (1987) Canc. Res. 47:999-
1005; Wood y col (1985) Nature 314:446-449; y Shaw y col (1988) J. Natl Cancer Inst. 80:1553-1559); Morrison,
S. L. (1985) Science 229:1202-1207; Oi y col. (1986) BioTechniques 4:214; Winter Patente de Estados Unidos N°
5.225.539; Jones y col. (1986) Nature 321:552-525; Verhoeyan y col. (1988) Science 239:1534; y Beidler y col. (1988)
J. Immunol. 141:4053-4060.

Un anticuerpo anti-14911 (por ejemplo, anticuerpo monoclonal) puede usarse para aislar 14911 mediante técnicas
convencionales, tales como cromatografia de afinidad o inmunoprecipitaciéon. Un anticuerpo anti-14911 puede faci-
litar la purificacién de 14911 natural a partir de células y de 14911 producido de forma recombinante expresado en
células huésped. Es mds, un anticuerpo anti-14911 puede usarse para detectar la proteina 14911 (por ejemplo en un
lisado celular o sobrenadante de células) para evaluar la abundancia y el patrén de expresion de la proteina 14911.
Los anticuerpos anti-14911 pueden usarse a modo de diagndstico para controlar los niveles de proteina en el tejido
como parte de un procedimiento de ensayo clinico, por ejemplo, para, por ejemplo, determinar la eficacia de un ré-
gimen de tratamiento dado. La deteccidn puede facilitarse emparejando (es decir, uniendo fisicamente) el anticuerpo
a una sustancia detectable. Ejemplos de sustancias detectables incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos, ma-
teriales fluorescentes, materiales luminiscentes, materiales bioluminiscentes, y materiales radioactivos. Ejemplos de
enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rdbano rusticano, fosfatasa alcalina, galactosidasa, o acetil colinesterasa.
Ejemplos de complejos de grupos prostéticos adecuados incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina; ejemplos
de materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
diclorotriacimilamin fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de un material luminiscente incluye lu-
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minol; ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa, luciferina, y aequorina, y ejemplos de materiales
radiactivos adecuados incluyen %I, BT, 35S o *H.

III. Vectores de Expresion Recombinante y Células Huésped

Otro aspecto de la invencidn se refiere a vectores, preferiblemente vectores de expresion, que contienen un dcido
nucleico que codifica una proteina 14911 (o una parte de la misma). Como se usa en este documento, el término
“vector” se refiere a una molécula de 4cido nucleico capaz de transportar otro 4dcido nucleico al que se ha unido.
Un tipo de vector es un “pldsmido” que se refiere a un ADN circular de doble cadena en el que se pueden ligar
segmentos adicionales de ADN. Otro tipo de vector es un vector viral, en el que segmentos adicionales de ADN
pueden ligarse en el genoma viral. Ciertos vectores son capaces de replicacion auténoma en una célula huésped en
la que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen bacteriano de replicacién y vectores
de mamiferos episomiales). Otros vectores (por ejemplo vectores de mamiferos no episomiales) se integran en el
genoma de una célula huésped después de la introduccién en la célula huésped, y de este modo se replican junto con
el genoma del huésped. Es mds, ciertos vectores son capaces de dirigir la expresion de genes a los que estdn unidos de
forma operativa. Dichos vectores se denominan en este documento “vectores de expresién”. En general, los vectores
de expresion de utilidad en técnicas de ADN recombinante estdn a menudo en forma de pldsmido. En la presente
invencién “plasmido” y “vector” pueden usarse de forma intercambiable puesto que el pldsmido es la forma de vector
mds comiinmente usada. Sin embargo, la invencién pretende incluir otras formas de vectores de expresion, tales como
vectores virales (por ejemplo, retrovirus de replicacién defectuosa, adenovirus y virus asociados con adenovirus), que
sirven para funciones equivalentes.

Los vectores de expresién recombinante de la invencién comprenden un dcido nucleico de la invencién en una
forma adecuada para la expresion del dcido nucleico en una célula huésped, lo que significa que los vectores de expre-
sién recombinante incluyen una o mas secuencias reguladoras, seleccionadas en base a las células huésped a usar para
expresion, que se une de forma operativa a la secuencia de dcido nucleico a expresar. Dentro de un vector de expresion
recombinante “unido de forma operativa” pretende significar que la secuencia de nucledtidos de interés estd unida a
la(s) secuencia(s) reguladora(s) de manera que permite la expresion de la secuencia de nucledtidos (por ejemplo, en
un sistema de trascripcién/traduccién in vitro o en una célula huésped donde el vector se introduce en la célula hués-
ped). La expresion “secuencia reguladora” pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos de control
de la expresion (por ejemplo, sefiales de poliadenilacidn). Dichas secuencias reguladoras se describen, por ejemplo,
en Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Las
secuencias reguladoras incluyen las que dirigen la expresion constitutiva de una secuencia de nucleétidos en muchos
tipos de célula huésped, y las que dirigen la expresion de la secuencia de nucledtidos solamente en ciertas células
huésped (por ejemplo, secuencias reguladoras especificas de tejido). Los especialistas en la técnica entenderan que el
disefio del vector de expresion puede depender de factores tales como la eleccidon de la célula huésped a transformar, el
nivel de expresion deseado de la proteina, y similares. Los vectores de expresion de la invencion pueden introducirse
en células huésped para producir de este modo proteinas o péptidos, incluyendo proteinas de fusion o péptidos fusion,
codificadas por los dcidos nucleicos como se ha descrito en este documento (por ejemplo, proteinas 14911, formas
mutantes de proteinas 14911, proteinas de fusién y similares).

Los vectores de expresion recombinantes de la invencion pueden disefiarse para la expresion de proteinas 14911 en
células procariotas o eucariotas. Por ejemplo, las proteinas 14911 pueden expresarse en células bacterianas tales como
E. coli, células de insecto (usando vectores de expresion de baculovirus), células de levadura o células de mamiferos.
Las células huésped adecuadas se describen adicionalmente en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Como alternativa, el vector de expresién recombinante
puede transcribirse y traducirse in vitro, por ejemplo usando secuencias reguladoras del promotor T7 y polimerasa T7.

La expresion de proteinas en procariotas se realiza mas a menudo en E. coli con vectores que contienen promotores
constitutivos o inducibles dirigiendo la expresion de las proteinas de fusién o no de fusién. Los vectores de fusién
afiaden varios aminodcidos a una proteina codificada en su interior, normalmente al extremo amino de la proteina
recombinante. Dichos vectores de fusion sirven tipicamente para tres fines. 1) para aumentar la expresion de proteina
recombinante; 2) para aumentar la solubilidad de la proteina recombinante; y 3) para ayudar en la purificacién de la
proteina recombinante actuando como un ligando en la purificacién por afinidad. A menudo, en vectores de expresion
de fusidn, se introduce un sitio de escision proteolitica en la unién del resto de fusion y la proteina recombinante para
permitir la separacion de la proteina recombinante del resto de fusidn, posteriormente a la purificacién de la proteina de
fusién. Dichas enzimas, y sus secuencias de reconocimiento cognadas incluyen el factor Xa, trombina y enteroquinasa.
Los vectores de expresién de fusion tipicos incluyen pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith, D.B. y Johnson, K.S.
(1988) Gene 67:31-40), pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) y pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, NJ) que se
fusiona a la glutatién S-transferasa (GST), a la proteina de unién a maltosa E o a la proteina A, respectivamente para
la proteina recombinante diana.

Las proteinas de fusién purificadas pueden utilizarse en ensayos de actividad de 14911, (por ejemplo, ensayos
directos o ensayos competitivos descritos en detalle a continuacién), o para generar anticuerpos especificos para pro-
tefnas 14911, por ejemplo. En una realizacién preferida, una proteina de fusién 14911 expresada en un vector de
expresion retroviral de la presente invencién puede utilizarse para infectar células de médula 6sea que posteriormen-
te se transplantan en receptores irradiados. La patologia del sujeto receptor se examina después de que ha pasado
suficiente tiempo (por ejemplo, seis (6) semanas).
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Ejemplos de vectores de expresion de E. coli no de fusién adecuados incluyen pTrc (Amann y col. (1988) Gene
69:301-315) y pET 11 d (Studier et al., Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press,
San Diego, California (1990) 60-89). La expresion de los genes diana del vector pTrc depende de la transcripcion de
la ARN polimerasa del huésped de un promotor de fusién hibrido trp-lac. La expresion de los genes diana del vector
pET 11d depende de la trascripcién de un promotor de fusién T7 gnl0-lac mediada por una ARN polimerasa viral
coexpresada (T7 gnl). Esta polimerasa viral se suministra por las cepas huésped BL21(DE3) o HMS174(DE3) de un
profago residente que aloja un gen T7 gnl bajo el control transcripcional del promotor lacUV 5.

Una estrategia para maximizar la expresion de proteinas recombinantes en E. coli es expresar la proteina en una
bacteria huésped con una capacidad alterada para escindir de forma proteolitica la proteina recombinante (Gottesman,
S., Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, California (1990) 119-
128). Otra estrategia es alterar la secuencia de 4cido nucleico del 4cido nucleico a insertar en el vector de expresion de
modo que los codones individuales para cada aminodcido son los utilizados preferentemente en E. coli (Wada y col.,
(1992) Nucleic Acids Res. 20:2111-2118). Dicha alteracién de secuencias de dcido nucleico de la invencién puede
realizarse mediante técnicas de sintesis de ADN convencionales.

En otra realizacion, el vector de expresion de 14911 es un vector de expresion de levadura. Ejemplos de vecto-
res para expresion en levadura S. ceresvisiae incluye pYepSecl (Baldari, y col. (1987) Embo J. 6:229-234), pMFa
(Kurjan y Herskowitz, (1982) Cell 30:933-943), pJRY 88 (Schultz y col. (1987) Gene 54:113-123), pYES2 (Invitrogen
Corporation, San Diego, CA), y picZ (InVitrogen Corp, San Diego, CA).

Como alternativa, las proteinas 14911 pueden expresarse en células de insecto usando vectores de expresion de
baculovirus. Los vectores de baculovirus disponibles para la expresion de proteinas en células de insecto cultivadas
(por ejemplo, células St 9) incluyen la serie pAc (Smith y col. (1983) Mol. Cell Biol 3:2156-2165) y la serie pVL
(Lucklow y Summers (1989) Virology 170:31-39).

En otra realizacién mas, un 4cido nucleico de la invencién se expresa en células de mamifero usando un vector de
expresion de mamifero. Ejemplos de vectores de expresion de mamifero incluyen pCDMS8 (Seed, B. (1987) Nature
329:840) y pMT2PC (Kaufman y col. (1987) EMBO J. 6:187-195). Cuando se usan en células de mamifero, las
funciones de control del vector de expresién se proporcionan a menudo mediante elementos reguladores virales. Por
ejemplo, los promotores comtiinmente usados se obtienen de polioma, adenovirus 2, citomegalovirus y virus de simio
40. Para otros sistemas de expresion adecuados para células procariotas y eucariotas véanse los capitulos 16y17 de
Sambrook, J., Fritsh, E. F., y Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2* Ed., Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989.

En otra realizacion, el vector de expresiéon de mamifero recombinante es capaz de dirigir la expresién del acido
nucleico preferentemente en un tipo celular particular (por ejemplo los elementos reguladores especificos de tejido
se usan para expresar el dcido nucleico). Los elementos reguladores especificos de tejido se conocen en la técnica.
Ejemplo no limitantes de promotores especificos de tejido adecuados incluyen el promotor de albimina (especifico
para el higado; Pinkert y col. (1987) Genes Dev. 1:268-277), promotores especificos linfoides (Calame y Eaton (1988)
Adv. Immunol 43:235-275), en promotores particulares de promotores de células T (Winoto y Baltimore (1989) EMBO
J. 8:729-733) e immunoglobulinas (Banerji y col. (1983) Cell 33:729-740; Queen y Baltimore (1983) Cell 33:741-
748), promotores especificos de neuronas (por ejemplo, el promotor de neurofilamentos; Byrne y Ruddle (1989) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86:5473-5477), promotores especificos del pancreas (Edlund y col. (1985) Science 230:912-
916), y los promotores especificos de las gldndulas mamarias (por ejemplo, el promotor del suero de la leche, Patente
de Estados Unidos N° 4.873.316 y Publicacién de Solicitud Europea N° 264.166). Los promotores regulados por el
desarrollo también los abarca la invencién, por ejemplo los promotores hox de ratén murino (Kessel y Gruss (1990)
Science 249:374-379) y el promotor de la a-fetoproteina (Campes y Tilghman (1989) Genes Dev. 3:537-546).

La invencién proporciona ademds un vector de expresion recombinante que comprende una molécula de ADN de
la invencién clonada en el vector de expresion en una orientacién antisentido. Esto es, la molécula de ADN se une
de forma operativa a una secuencia reguladora de manera que permita la expresiéon (mediante la trascripcion de la
molécula de ADN) de una molécula de ARN que es antisentido al ARNm 14911. Las secuencias reguladoras unidas
de forma operativa a un dcido nucleico clonado en la orientacién antisentido pueden elegirse para dirigir la expresion
continua de la molécula de ARN antisentido en diversos tipos celulares, por ejemplo, promotores y/o potenciadores
virales, o secuencias reguladoras pueden elegirse para dirigir la expresion constitutiva directa, especifica de tejido, o
especifica del tipo celular del ARN antisentido. El vector de expresion antisentido puede estar en forma de un pldsmido
recombinante, fagémido o virus atenuado en el que los dcido nucleicos antisentido se producen bajo el control de una
region reguladora de alta eficacia, cuya actividad puede determinarse por el tipo celular en el que se introduce el vector.
Para un andlisis de la regulacién de la expresion génica usando genes antisentido véase Weintraub, H. y col., Antisense
RNA as a molecular tool for genetic analysis, Reviews - Trends in Genetics, Vol. 1(1) 1986.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a células huésped en las que se ha introducido un vector de expresién
recombinante de la invencién. Las expresiones “célula huésped” y “célula huésped recombinante” se usan de forma
intercambiable en este documento. Se entiende que dichas expresiones se refieren no sélo a la célula sujeto en particular
sino a la progenie o progenie potencial de dicha célula. Puesto que pueden producirse ciertas modificaciones en las
generaciones sucesivas debido a la mutacién o la influencia medioambiental, dicha progenie puede no ser, de hecho,
idéntica a la célula parental, pero se incluye todavia dentro del alcance de la expresién como se usa en este documento.
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Una célula huésped puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por ejemplo, una proteina 14911 puede
expresarse en células bacterianas tales como E. coli, células de insecto, células de levadura o de mamifero (tales
como células de ovario de hdmster chino (CHO) o células COS). Otras células huésped adecuadas las conocen los
especialistas en la técnica.

El ADN vector puede introducirse en las células procariotas o eucariotas mediante técnicas de transformacién
o transfeccidén convencionales. Como se usa en este documento, las expresiones “transformacion” y “transfeccién”
pretenden referirse a diversas técnicas reconocidas en la técnica para introducir dcido nucleico ajeno (por ejemplo,
ADN), en una célula huésped, incluyendo co-precipitacién con fosfato cdlcico o cloruro célcico, transfecciéon mediada
por DEAE dextrano , lipofeccion, o electroporacion. Los procedimientos adecuados para transformar o transfectar
células huésped pueden encontrarse en Sambrook, y col. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2* ed., Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989), y otros manuales
de laboratorio.

Para la transfeccion estable de células de mamifero, se sabe que dependiendo del vector de expresion y de la técnica
de transfeccién usada, solamente una pequefia fraccién de células puede integrar el ADN ajeno dentro de su genoma.
Para identificar y seleccionar estas integrantes, un gen que codifica un marcador seleccionable (por ejemplo, resis-
tencia a antibidticos) se introduce generalmente en las células huésped junto con el gen de interés. Los marcadores
seleccionados preferidos incluyen los que confieren resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina y meto-
trexato. Acido nucleico codifica un marcador seleccionable puede introducirse en una célula huésped en el mismo
vector que el que codifica una proteina 14911 o puede introducirse en un vector diferente. Las células transfectadas de
forma estable con el 4cido nucleico introducido, pueden identificarse mediante seleccién con farmacos (por ejemplo,
las células que han incorporado el gen marcador seleccionable sobrevivirdn, mientas que las otras células mueren).

Una célula huésped de la invencion, tal como una célula huésped procariota o eucariota en cultivo, puede usarse pa-
ra producir (es decir, expresar) una proteina 14911. Por consiguiente, la invencién proporciona ademds procedimientos
para producir una proteina 14911 usando las células huésped de la invencién. En una realizacién, el procedimiento
comprende cultivar las células huésped de la invencidn, (en la cual se ha introducido el vector de expresién recombi-
nante que codifica una proteina 14911) en un medio apropiado de modo que se produzca una proteina 14911. En otra
realizacion, el procedimiento comprende ademads aislar una proteina 14911 del medio o de la célula huésped.

IV. Composiciones Farmacéuticas

Las moléculas de dcido nucleico 14911, proteinas 14911, y anticuerpos anti-14911, también denominados en
este documento “compuestos activos”) de la invencién pueden incorporarse en composiciones farmacéuticas adecua-
das para administracién. Dichas composiciones tipicamente comprenden la molécula de acido nucleico, proteina, o
anticuerpo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Como se usa en este documento, la expresion “vehiculo far-
macéuticamente aceptable” pretende incluir todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersion, revestimientos,
agentes antibacterianos antifiingicos, agentes isotdnicos y retardantes de la absorcidn, y similares, compatibles con
la administracién farmacéutica. El uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas se co-
noce bien en la técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio o agente convencional es incompatible con el
compuesto activo, se contempla el uso de los mismos en las composiciones. Los compuestos activos suplementarios
pueden también incorporarse en las composiciones.

Una composicién farmacéutica de la invencién se formula para ser compatible con la via pretendida de administra-
cion. Ejemplos de vias de administracién incluyen administracién parenteral, por ejemplo, intravenosa, intradérmica,
subcutdnea, oral (por ejemplo, inhalacidn), transdérmica (topica), transmucosal, y rectal. Las soluciones o suspensio-
nes usadas para aplicacién parenteral, intradérmica o subcutdnea pueden incluir los siguientes componentes: un dilu-
yente estéril tal como agua para inyeccidn, solucidn salina, aceites fijados, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol,
u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o metil parebenos; antioxidantes
tales como acido ascorbico o bisulfito sédico; agentes quelantes tales como acido etilendiamintetraacético; tampones
tales como acetatos, citratos, o fosfatos, y agentes para el ajuste de la tonicidad tales como cloruro sédico o dextrosa.
El pH puede ajustarse con 4cidos o bases, tales como acido clorhidrico o hidréxido sédico. La preparacién parenteral
puede encerrarse en ampollas, jeringuillas desechables o viales de dosis miiltiples hechos de vidrio o pléstico.

Las composiciones farmacéuticas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (donde sean solubles
en agua) o dispersiones y polvos estériles para las preparaciones improvisada de soluciones o dispersiones estériles
inyectables. Para la administracién intravenosa, vehiculos adecuados incluyen solucién salina fisioldgica, agua bacte-
rioestética, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, NJ), o solucién salina tamponada con fosfato (PBS). En todos los
casos, la composicidn debe ser estéril y debe ser fluida hasta el alcance de que exista la inyectabilidad facil en jeringas.
Debe se estable en condiciones de fabricacién y almacenamiento y debe preservarse de la acciéon contaminante de los
microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o contener un medio de disper-
sién, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propielenglicol, y polietilenglicol liquido, y similares)
y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un re-
vestimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersiones
y mediante el uso de tensioactivos. La prevencion de la acciéon de microorganismos puede conseguirse mediante di-
versos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorubutanol, fenol, 4cido ascérbico, timerosal,
y similares. En muchos casos, serd preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azicares, polialcoholes, tales
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como manitol, sorbitol, cloruro sédico, en la composicién. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables
puede conseguirse incluyendo en la composicién un agente que retarde la absorcidn, por ejemplo, monoestearato de
aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse incorporando el compuesto activo (por ejemplo, una protei-
na 14911 o un anticuerpo anti-14911) en la cantidad requerida en un disolvente apropiado con uno o una combinacién
de ingredientes enumerados anteriormente, segiin se requiera, seguido de esterilizacion por filtrado. Generalmente, las
dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersién
bésico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la pre-
paracién de soluciones inyectables estériles, los contenidos preferidos de preparacién son secados al vacio y secados
por congelacién lo que produce un polvo del ingrediente activo mds un ingrediente adicional deseado de una solucién
previamente filtrada estéril del mismo.

Las composiciones orales incluyen generalmente un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Pueden estar en-
cerradas en cédpsulas de gelatina, o comprimidas en comprimidos. Para los fines de administracién terapéutica oral, el
compuesto activo puede incorporarse con excipientes y usarse en forma de comprimidos, trociscos, o cdpsulas. Las
composiciones orales pueden prepararse también usando un vehiculo fluido para uso como un enjuague bucal, donde el
compuesto en el vehiculo fluido se aplica por via oral y se agita dentro de la boca y se expectora o se traga. Los agentes
de unién compatibles farmacéuticamente, y/o materiales adyuvantes pueden incluirse como parte de la composicion.
Los comprimidos, pildoras, cdpsulas, trociscos, y similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes,
o compuestos de naturaleza similar. Un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma de tragacanto, o gelatina;
un excipiente tal como almidon o lactosa, un agente disgregante tal como 4cido arginico, Primogel, o almidon de
maiz; un lubricante tal como estearato de magnesio o Sterotes; un emoliente tal como diéxido de silicio coloidal; un
agente edulcorante tal como sacarosa o sacarina; o un agente aromatizante tal como peppermint, salicilato de metilo o
aromatizante de naranja.

Para administracién por inhalacién, los compuestos se suministran en forma de un pulverizador de aerosol a partir
de un recipiente o dispensador presurizado que contiene un propulsor apropiado, por ejemplo, un gas tal como didéxido
de carbono, o un nebulizador.

La administracién sistémica puede ser también mediante medios transmucosales o transdérmicos. Para la admi-
nistracion transmucosal o transdérmica, se usan penetradores apropiados para la barrera a penetrar en la formulacién.
Dichos penetradores son generalmente conocidos en la técnica, e incluyen, por ejemplo, para administracién trans-
mucosal, detergentes, sales biliares y derivados del 4cido fusidico. La administracion transmucosal puede realizarse a
través del uso de pulverizadores nasales o supositorios. Para la administracion transdérmica, el compuesto activo se
formula en pomadas, baslamos, geles, o cremas, como se conoce generalmente en la técnica. Los compuestos también
pueden prepararse en forma de supositorios (por ejemplo, con bases convencionales de supositorio, tales como aceite
de coco y otros glicéridos) o enemas de retencidn para el suministro rectal.

En una realizacién, los compuestos activos se preparan con vehiculos que protegeran al compuesto contra la eli-
minacidén rdpida del cuerpo, tales como una formulacién de liberacion controlada, incluyendo implantes y sistemas de
suministro microencapsulados. Pueden usarse polimeros biodegradables biocompatibles, tales como acetato de etilen-
vinilo, polianhidridos, poli(dcido glicdlico), coldgeno, poliortoésteres, y poli(acido lactico). Los procedimientos para
la preparacién de dichas formulaciones serdn evidentes para los especialistas en la técnica. Los materiales también
pueden conseguirse en el mercado de Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. Las suspensiones lilposomiales
(incluyendo liposomas dirigidos a las células infectadas con anticuerpos monoclonales para antigenos virales) también
pueden usarse como vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estas pueden prepararse de acuerdo con procedimien-
tos conocidos por los especialistas en la técnica, por ejemplo, como se describe en la Patente de Estados Unidos N°
4.522.811.

Es especialmente ventajoso formular composiciones orales o parenterales en formas unitarias de dosificacién para
facilitar la administracién y la uniformidad de la dosificacion. Las formas unitarias de dosificacién como se usan en
este documento se refieren a unidades fisicamente separadas suministradas como dosificaciones unitarias para el sujeto
a tratar; conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado en asociacién con el vehiculo farmacéutico requerido; el programa para las formas de dosificacién
unitarias de la invencion se rige por y depende directamente de las caracteristicas inicas del compuesto activo y del
efecto terapéutico particular a conseguir, y las limitaciones inherentes en la técnica de formar dicho compuesto activo
para el tratamiento de los individuos.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de dichos compuestos puede determinarse mediante procedimientos farma-
céuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para determinar la DL50 (la
dosis letal al 50% de la poblacién) y 1a DE50 (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacién). La propor-
cion de dosis entre los efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse como la proporcién
entre DL50/DES0. Se prefieren los compuestos que muestran grandes indices terapéuticos. Aunque pueden usarse
compuestos que muestran efectos secundarios téxicos, debe tenerse cuidado para disefiar un sistema de suministro que
dirija a dichos compuestos al sitio o al tejido afectado para minimizar el dafio potencial a las células no infectadas vy,
de este modo, reducir los efectos secundarios.
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Los datos obtenidos de los ensayos del cultivo celular y los estudios animales pueden usarse para formular un
intervalo de dosificacion para uso en seres humanos. La dosificacion de dichos compuestos estd preferiblemente dentro
de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la DE50 con poca o ninguna toxicidad. La dosificacién
puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacién empleada y la via de administracién
utilizada. Para cualquier compuesto usado en el procedimiento de la invencion, la dosis terapéuticamente eficaz puede
estimarse inicialmente de ensayos de cultivo celular. Una dosis puede formularse en modelos animales para conseguir
un intervalo de concentracion circulante en plasma que incluye la CI50 (es decir, al concentracion del compuesto de
ensayo que alcanza la mitad de la inhibicién maxima de los sintomas) como se ha determinado en cultivo celular.
Dicha informacién puede usarse para determinar mds exactamente las dosis titiles en seres humanos. Los niveles en el
plasma pueden medirse, por ejemplo, mediante cromatografia liquida de alta resolucién.

Las moléculas de 4cido nucleico de la invencién pueden insertarse en vectores y usarse como vectores de terapia
génica. Los vectores de terapia génica pueden suministrarse a un sujeto mediante, por ejemplo, inyeccién intravenosa,
administracién local (véase Patente de Estados Unidos N° 5.328.470) o mediante inyeccion esterotactica (véase, por
ejemplo, Chen y col. (1994) Proc. Natl Acad. Sci. USA 91:3054-3057). La preparacion farmacéutica del vector de
terapia génica, puede incluir el vector de terapia génica en un diluyente aceptable o puede comprender una matriz de
liberacion lenta en la que, se incluye el vehiculo de suministro de gen. Como alternativa, cuando el vector de suministro
de genes completo puede producirse intacto a partir de células recombinantes, por ejemplo, vectores retrovirales, la
preparacion farmacéutica puede incluir una o més células que producen el sistema de suministro de genes.

La composicién farmacéutica puede incluirse en un recipiente, envase, o dispensador, junto con instrucciones para
la administracion.

V. Usos y Procedimientos de la Invencion

Las moléculas de dcido nucleico, proteinas, proteinas homdlogas, y anticuerpos descritos en este documento,
pueden usarse en uno o mds de los siguientes procedimientos: a) ensayos de exploracién; b) medicina predictiva
(por ejemplo, ensayos de diagndstico, ensayos de progndstico, ensayos clinicos monitorizados y farmacogénesis); y c)
procedimientos de tratamiento (por ejemplo, terapéutico y profilactico). Las moléculas de dcido nucleico aisladas de
la invencién pueden usarse, por ejemplo, para expresar proteina 14911 (por ejemplo mediante un vector de expresion
recombinante en una célula huésped en aplicaciones de terapia génica), para detectar ARNm de 14911 (por ejemplo
en una muestra bioldgica) o una alteracién genética en un gen 14911, y para modular la actividad de 14911, como
se describe adicionalmente a continuacién. Las proteinas 14911 pueden usarse para tratar trastornos caracterizados
por produccién insuficiente o excesiva de un sustrato de 14911 o produccién de inhibidores de 14911. Ademds, las
proteinas 14911 pueden usarse para seleccionar sustratos 14911 de produccién natural, para seleccionar farmacos
o compuestos que modulan la actividad de 14911, asi como para tratar trastornos caracterizados por la produccién
excesiva o insuficiente de proteina 14911 o la produccién de formas de proteina 14911 que tienen actividad disminuida
o aberrante en comparacion con la proteina 14911 de tipo silvestre. Es mds, los anticuerpos anti-14911 de la invencién
pueden usarse para detectar y aislar proteinas 14911, regular la biodisponiblidad de proteinas 14911, y modular la
actividad de 14911.

A. Ensayos de Exploracion

La invencién proporciona un procedimiento (también denominado en este documento “ensayo de seleccién’) para
identificar moduladores, es decir, candidatos o compuestos de ensayo o agentes (por ejemplo, péptidos, peptidomiméti-
cos, pequefias moléculas u otros formacos) que se unen a proteinas 14911, que tienen un efecto estimulador o inhibidor
en, por ejemplo, la expresion de 14911 o la actividad de 14911, o que tienen un efecto estimulador o inhibidor en, por
ejemplo, la expresion o actividad de un sustrato de 14911.

En una realizacion, la invencion proporciona ensayos para seleccionar candidatos o compuestos de ensayo que son
sustratos de una proteina 14911 o polipéptidos o partes biolégicamente activas de los mismos. En otra realizacidn,
la invencidn proporciona ensayos para seleccionar candidatos o compuestos de ensayo que se unen a, o modulan la
actividad de una proteina o polipéptido 14911 o partes biolégicamente activas de las mismas, por ejemplo, modulan
la capacidad de 14911 para interaccionar con su ligando cognado. Los compuestos de ensayo de la presente invencién
pueden obtenerse usando cualquiera de los numerosos enfoques en los procedimientos de bibliotecas combinatorias
conocidos en la técnica, incluyendo, bibliotecas bioldgicas, bibliotecas de solucién en fase o de fase sdlida paralela
dirigible espacialmente; procedimientos de bibliotecas sintéticas que requieren desconvolucién. El procedimiento de
biblioteca “una perla, un compuesto” y procedimientos de bibliotecas sintéticas que usan seleccion por cromatografia
de afinidad. El enfoque de la biblioteca biolégica se limita a bibliotecas de péptidos, mientras que los otros cuatro
enfoques se aplican a bibliotecas de compuestos de péptidos, no péptidos y pequefias moléculas (Lam, K.S. (1997)
Anticancer Drug Des. 12:145).

Ejemplos de p