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DESCRIPCION

Interleuquina-1 Hy2, materiales y métodos.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un nuevo polinucleétido que codifica una proteina denominada IL-1 Hy?2, que
estd relacionada estructuralmente con la proteina antagonista del receptor de Interleuquina-1, junto con utilidades
terapéuticas, diagndsticas y de investigacion para estos productos y productos afines.

Antecedentes

La interleuquinas estdn implicadas en la inflamacién y la respuesta inmunitaria, en parte por activaciéon de cé-
lulas endoteliales. Inmunomediadores distintos tales como factor de necrosis tumoral (TNF), Interleuquina-1 (IL-1)
y gamma-interferén (IFN) parecen inducir patrones diferentes pero parcialmente solapantes de activacion de células
endoteliales que incluyen actividad procoagulante incrementada (Bevilaqua) (1976, PNAS, 83: 4533-4537), produc-
cién de PG1 y 2 (Rossi (1985), Science, 229: 174-176), expresion del antigeno HLA (Pober (1987) J. Immunol., 138:
3319-3324) y moléculas de adhesién de linfocitos (Carender (1987) J. Immunol., 138:2149-2154). Se ha comunicado
también que estas citoquinas causan hipotensién, hemorragia vascular, e isquemia (Goldblum et al., 1989, Tracey et
al., Science 234-479, 1986). Una toxicidad importante de estos y de otros modificadores de la respuesta bioldgica es
la hipotension y la fuga vascular (Dvorak (1989) J.N.C.L, 81: 497-502).

LaIL-1 es producida por varios tipos de células, con inclusién de monocitos y macréfagos, células de Langerhans,
células agresoras naturales, células B, lineas de células leucémicas de células T, neutrdfilos, células endoteliales, célu-
las dendriticas, lineas de células de melanoma, células mesangiales, astrocitos, células de glioma, células de microglia,
fibroblastos y células epiteliales. Dos formas de IL-1 han sido aisladas: IL-1@ e IL-15. Las mismas representan los
productos de dos genes distintos y sus formas maduras son proteinas de 159 y 153 aminoécidos, respectivamente.
Estas moléculas son activadores celulares extremadamente potentes y multifuncionales, con un espectro que abarca
células de origen hematopoyético, desde precursores inmaduros a leucocitos diferenciados, elementos de la pared de
los vasos, y células de origen mesenquimatico, nervioso y epitelial. IL-1 induce también la produccién de citoquinas
secundarias, con inclusién de IL-6, factores estimulantes de colonias (CSFs) y quimioquinas. IL-1 es activa como
factor de crecimiento y diferenciacién hematopoyéticos; activa las células endoteliales de una manera pro-inflamatoria
y pro-trombética (con inclusién de la induccién de la produccién de factor tisular y factor de activacién plaquetaria);
estimula la liberacién de hormona liberadora de corticotropina (CRH) que causa finalmente la liberacién de corti-
costeroides por las glandulas suprarrenales; media la respuesta de fase aguda (con inclusién de la induccién de la
produccion por los hepatocitos de proteinas de fase aguda) y es un mediador central de reacciones inflamatorias lo-
cales y sistémicas que pueden conducir a seps1s y choque séptico; es el pirdgeno enddégeno primario (causante de la
fiebre); induce suefio de onda lenta y anorexia; puede jugar un papel en enfermedades destructivas de articulaciones y
huesos (con inclusién de la induccién de la produccién de colagenasa por las células sinoviales y de metaloproteinasas
por los condrocitos); estimula la proliferacién de fibroblastos y la sintesis de coldgeno; y puede jugar un papel en la
patogénesis de la diabetes Tipo I dependiente de insulina por su toxicidad para las células beta productoras de insulina
en los islotes de Langerhans.

El camino de IL-1 esté constituido por los dos agonistas IL-1« e IL-18, un sistema de activacién especifico (enzima
convertidora de IL-1), un antagonista de receptor (IL-1Ra) producido en diferentes isoformas y dos receptores de
afinidad alta. IL-1a e IL-1p se fijan a dos tipos de receptores de IL-1 distintos, el Tipo I de receptor de IL-1 (IL-
1RI) y el Tipo II de receptor de IL-1 (IL-1RII), los dos cuales son miembros de la superfamilia de receptores de
inmunoglobulina. Ambos tipos de receptores se coexpresan usualmente, aunque el Tipo I es la forma predominante
en los fibroblastos y las células T, mientras que el Tipo II se expresa preferentemente en células B, monocitos y
neutrdfilos. IL-1RI e IL-1RII tienen afinidades diferentes para los tres ligandos de la familia de IL-1 (IL-1e, IL-15 e
IL-1Ra). En particular, IL-1Ra se fija al receptor Tipo I con una afinidad similar a la de IL-1a, mientras que IL-1Ra se
fija al receptor de Tipo II 100 veces menos eficientemente que el receptor de Tipo 1. Existe evidencia indicativa de que
las actividades inducidas por IL-1 estdn mediadas exclusivamente por el receptor de Tipo I, mientras que el receptor
de Tipo II no tiene actividad de sefializacién alguna e inhibe las actividades de IL-1 por actuar como reclamo para IL-
1.

El antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra o IRAP) se fija al receptor de IL-1 con afinidad similar a la de IL-1,
pero no tiene actividad alguna semejante a IL-1, incluso a concentraciones muy altas, y por tanto inhibe (antagoniza) la
actividad de IL-1. La molécula de IL-1Ra purificada tiene un peso molecular de aproximadamente 22 kD y se cree que
estd glicosilada. La misma tiene una semejanza de secuencia limitada con IL-1a e IL-18 al nivel de aminodcidos (19%
y 26%, respectivamente). Parecen existir al menos dos isoformas de IL-1Ra, que incluyen una forma soluble y una
forma intracelular generada por un suceso de remodelacion alternativo. IL-1Ra parece ser producida por monocitos,
macréfagos, neutréfilos y fibroblastos; los queratinocitos y células de origen epitelial producen casi exclusivamente la
forma intracelular. En humanos, el gen para IL-1Ra ha sido localizado en la rama larga del cromosoma 2, que es la
misma regién en la que se encuentran IL-1a e IL-1p, asi como IL-1RI e IL-1RII.

La aptitud de IL-1 para modificar las respuestas bioldgicas ha sido demostrada en una diversidad de estudios.
Por ejemplo, se ha demostrado que la administracién de IL-1 a conejos (Wakabayashi et al., FASEB J 1991;5:338;
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Okusawa et al. J Clin Invest 1988; 81:1162; Ohlsson et al., Nature 1990; 348:550; Aiura, et al. Cytokine 1991;
4:498) y primates (Fischer et al., Am. J. Physiol. 1991; 261: R442) da como resultado hipotensién, taquicardia, edema
pulmonar, insuficiencia renal, y, eventualmente, la muerte, dependiendo de la dosis. Cuando se examina el suero de
los animales tratados con IL-1, la elevacion de otras citoquinas es evidente, mimetizando los niveles observados en la
pacreatitis aguda en humanos. (Guice et al., J. Surg. Res. 1991; 51: 495-499; Heath et al., Pancreas 1993; 66: 41-45).
Existe una gran cantidad de pruebas disponibles actualmente que soportan el papel de IL-1 como mediador principal
de la respuesta sistémica a enfermedades tales como sepsis y pancreatitis, y como activador de los miembros restantes
de la cascada de citoquinas. (Dinarello ef al., Arch. Surg. 1992; 127: 1350-1353).

IL-1 es un mediador fundamental en la respuesta inflamatoria (para revisiones, véase Dinarello (1991) Blood
77: 1627-1652; Dinarello et al., (1993) New England J. Med. 328: 106-113; Dinarello (1994) FASEB 1J. 8: 1314-
1325). La importancia de IL-1 en la inflamacién ha sido demostrada por la capacidad de la proteina antagonista del
receptor de IL-1 altamente especifica para aliviar las condiciones inflamatorias (para revision, véase Dinarello (1991)
Blood 77: 1627-1652; Dinarello et al., (1993) New England J. Med. 328: 106-113; Dinarello (1994) FASEB 1J. 8:
1314-1325; Dinarello (1993) Immunol. Today 14: 260-264). Muchos de los efectos pro-inflamatorios de IL-1, tales
como la regulacién ascendente de moléculas de adhesion celular en los endotelios vasculares, se ejercen al nivel de la
regulacién de la transcripcion. La activacion de la transcripcion por IL-1 de las moléculas de adhesion celular y otros
genes implicados en la respuesta inflamatoria parece estar mediada en gran parte por NF-kappa B (Shirakawa et al.
(1989) Molec. Cell Biol. 9: 2424-2430; Osborn et al., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 2336-2340; Krasnow
et al., (1991) Cytokine 3: 372-379; Collins et al., (1993) Trends Cardiovasc. Med. 3: 92-97). En respuesta a IL-1, el
factor inhibidor de NF-kappa B, I kappa B se degrada y se libera NF-kappa B de su estado citopldsmico inactivo para
localizarse dentro del nicleo, donde el mismo fija DNA vy activa la transcripcion (Liou et al., (1993) Curr. Opin. Cell
Biol. 5: 477-487; Beg et al., (1993) Mol. Cell. Bid. 13: 3301-3310).

IL-1 es también un mediador del choque séptico. El choque séptico, una complicacién amenazante para la vida
de las infecciones bacterianas, afecta a 150.000 hasta 300.000 pacientes anualmente en los Estados Unidos (Parrillo,
J.E. (1989), Septic Shock in Humans: Clinical Evaluation, Pathogenesis, and Therapeutic Approach (2nd ed.) En:
Textbook of Critical Care Shoemaker, et al., compiladores, Saunders Publishing Co., Philadelphia. Pa., pp. 1006). El
colapso cardiovascular y las perturbaciones metabdlicas multiples asociadas con el choque séptico son debidos en
gran parte a la endotoxina bacteriana (ET), que se ha demostrado provoca una condicién semejante al choque séptico
cuando se administra a animales (Natanson, et al., (1989). Endotoxin and Tumor Necrosis Factor Challenges in Dogs
Simulate the Cardiovascular Profile of Human Septic Shock. J. Exp. Med. 169: 823).

Asi pues, existe una gran necesidad de moduladores de IL-1 que puedan ser ttiles para modular la inflamacién y
la respuesta inmunitaria.

Sumario de la invencion

Las composiciones de la presente invencién incluyen nuevos péptidos aislados, en particular, nuevas proteinas de
interleuquina humana-1 Hy2 (IL-1 Hy2) y variantes activas de las mismas, polinucleétidos aislados que codifican
tales polipéptidos, con inclusién de moléculas de DNA recombinante, genes clonados o variantes degeneradas de los
mismos, especialmente variantes existentes naturalmente tales como variantes alélicas, moléculas de polinucleétidos
antisentido, y anticuerpos que reconocen especificamente uno o mas epitopes presentes en tales polipéptidos, asi como
hibridomas que producen tales anticuerpos.

Las composiciones de la presente invencién incluyen adicionalmente vectores, con inclusién de vectores de ex-
presion, que contienen los polinucledtidos de la invencion, células modificadas por ingenieria genética que contienen
tales polinucleétidos y células modificadas por ingenieria genética que expresan tales polinucleétidos.

Los polinucleétidos de la invencidn incluyen DNA existente naturalmente o total o parcialmente sintético, v.g.,
cDNA y DNA gendmico, y RNA, v.g. mRNA. Los polinucleétidos aislados de la invencién incluyen un polinucleétido
que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NOS: 2 6 13. Los polinucleétidos
aislados de la invencidén incluyen adicionalmente un polinucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos de
SEQ ID NOS: 1, 12 6 14; un polinucleétido que comprende la secuencia codificante de la proteina de longitud total de
SEQ ID NOS: 1, 12 6 14; y un polinucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos de la secuencia codificante
de la proteina madura de SEQ ID nos: 1, 12 6 14. Los polinucleétidos de la presente invencién incluyen también un
polinucleétido que codifica un polipéptido con actividad de IL-1 Hy2 y que se hibrida en condiciones de hibridacién
severas al complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1.

Los polinucleétidos de la invencién incluyen adicionalmente el complemento de cualquiera de los polinucleétidos
citados anteriormente.

Una coleccién como la utilizada en esta solicitud puede ser una coleccién de un solo polinucleétido. La coleccion
de informacién de secuencias o informacién de identificacion de cada secuencia puede proporcionarse en una red de
acido nucleico. En una realizacién, se proporcionan segmentos de informacion de secuencias en una red de acido nu-
cleido para detectar el polinucleétido que contiene el segmento. La red puede disefiarse para detectar dcidos nucleicos
que son perfectamente complementarios (apareamiento total) o desapareados respecto al polinucleétido que contiene
el segmento. La coleccién puede proporcionarse también en un formato legible por ordenador.
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Los polipéptidos aislados de la invencién incluyen un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos
de SEQ ID NOS: 2 ¢ 13, o una porcién del mismo correspondiente a la proteina de longitud total o madura. Los
polipéptidos de la invencién incluyen también polipéptidos con actividad de IL-1 Hy2 que estdn codificados por
(a) polinucledtidos que codifican SEQ ID NOS: 2 6 13; (b) polinucledtidos que se hibridan al complemento de los
polinucleédtidos de (a) en condiciones de hibridacién severas. Se contemplan también variantes bioldgica o inmuno-
I6gicamente activas de la secuencia de la proteina IL-1Ra de SEQ ID NOS: 2 6 13 y “equivalentes sustanciales” de
la misma (v.g., con 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 6 99% de identidad de aminoacidos) que retienen
actividad de IL-1 Hy2, preferiblemente actividad antagonista de IL-1. Los polipéptidos de la invencién pueden sinte-
tizarse total o parcialmente por via quimica, pero preferiblemente se producen por medios recombinantes utilizando
las células modificadas por ingenieria genética (v.g. células hospedadoras) de la invencién.

Las composiciones de proteinas de la presente invencién pueden comprender adicionalmente un vehiculo acepta-
ble, tal como un vehiculo hidréfilo, v.g., farmacéuticamente aceptable.

La invencidn se refiere también a métodos para producir polipéptidos de la invencién que comprenden dejar crecer
un cultivo de las células de la invencién en un medio de cultivo adecuado en condiciones que permiten la expresion de
un polipéptido deseado, y purificar la proteina a partir de las células o el medio de cultivo. Realizaciones preferidas
incluyen aquéllas en las cuales la proteina producida por dicho proceso es una forma madura de la proteina.

Los polinucleétidos de acuerdo con la invencién tienen numerosas aplicaciones en una diversidad de técnicas
conocidas por los expertos en biologia molecular. Estas técnicas incluyen el uso como sondas de hibridacion, uso como
oligémeros para PCR, uso para mapeado de cromosomas y genes, uso en la produccién recombinante de proteina, y
uso en la segregacion de DNA o RNA antisentido, sus andlogos quimicos, etcétera. Por ejemplo, cuando la expresion
de un mRNA estd restringida en gran parte a un tipo particular de célula o tejido, los polinucledtidos de la invencién
pueden utilizarse como sondas de hibridacion para detectar la presencia del mRNA particular de la célula o tejido en
una muestra utilizando, v.g., hibridacién in situ.

En otras realizaciones ilustrativas, los polinucledtidos se utilizan en diagndsticos como marcadores de secuencia
expresados para identificar genes expresados 0, como es bien conocido en la técnica y ha sido ilustrado por Vollrath et
al., Science 258: 52-59 (1992), como marcadores de secuencia expresados para mapeado fisico del genoma humano.

Los polipéptidos de acuerdo con la invencion pueden utilizarse en una diversidad de procedimientos y métodos con-
vencionales que se aplican actualmente a otras proteinas. Por ejemplo, puede utilizarse un polipéptido de la invencién
para generar un anticuerpo que se fija especificamente al polipéptido. Los polipéptidos de la invencién pueden utili-
zarse también como marcadores de peso molecular, y como suplemento alimentario. Se contemplan también animales
transgénicos con expresion alterada de los polipéptidos de la invencién (es decir animales “knockout”) o animales que
sobreexpresan IL-1 Hy?2).

Se proporcionan también métodos para prevencion, tratamiento o mejora de una afeccion médica que comprenden
administrar a un individuo mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién que comprende una
proteina de la presente invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En particular, los polipéptidos y polinucleétidos de la invencién pueden utilizarse, por ejemplo, como parte de los
métodos para la prevencién y/o el tratamiento de trastornos mediados por IL-1, IL-18 y/o IL-12 que incluyen tras-
tornos que implican sepsis (y afecciones asociadas tales como fiebre, taquicardia, taquipnea, sobre-estimulacién de
citoquinas, permeabilidad vascular incrementada, hipotensién, activacién del complemento, coagulacién intravascular
diseminada, anemia, trombocitopenia, leucopenia, edema pulmonar, sindrome de ansiedad respiratoria en los adultos,
isquemia intestinal, insuficiencia y fallo renales, acidosis metabdlica y sindrome de disfuncién multiorganica), cho-
que endotdxico, choque inducido por citoquinas, trombosis, pancreatitis aguda, artritis reumatoide o reactiva, artritis
inflamatoria crénica, vasculitis, lupus, glomerulonefritis compleja inmune, deterioro de las células pancreéticas por
diabetes mellitus tipo 1, trasplante de aloinjertos y xenoinjertos, enfermedad de rechazo inverso, enfermedad infla-
matoria intestinal, inflamacién asociada con enfermedad pulmonar, otras enfermedades autoinmunes o enfermedades
inflamatorias, un agente antiproliferativo tal como en el caso de la leucemia mielégena aguda o crénica, carcinoma
de ovario, o en la prevencidn del parto prematuro secundario a infecciones intra-uterinas, enfermedades degenerativas
Oseas tales como osteoporosis, y trastornos neurodegenerativos tales como la enfermedad de Alzheimer.

Se contempla también de acuerdo con la invencion la administracién simultdnea de otros agentes que inhiben la
produccioén o actividad de IL-1 (tales como GM-CSF, IL-4, IL-10, IL-13 y el factor beta del crecimiento transformante)
u otros agentes anti-inflamatorios (tales como IL-1Ra, proteinas IL-1 Hy1 semejantes a IL-1Ra descritas en la solicitud
U.S. No. de Serie 09/287.210 presentada el 5 de abril 1999 también en tramitacién, que se incorpora en esta memoria
por referencia, anti-TNF, corticosteroides, y agentes inmunosupresores).

Los métodos de la presente invencion se refieren adicionalmente a métodos para detectar la presencia de los po-
linucledtidos o polipéptidos de la invencién en una muestra. Dichos métodos pueden utilizarse, por ejemplo, como
parte de la evaluacion de prondstico y diagndstico de trastornos como los arriba citados y para la identificacién de
individuos que exhiben una predisposicion a tales condiciones. Adicionalmente, la invencién proporciona métodos
para evaluacion de la eficacia de farmacos, y monitorizacién del progreso de pacientes implicados en pruebas clinicas
para el tratamiento de trastornos como los arriba citados.
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La invencién proporciona también métodos para la identificacién de compuestos que modulan (es decir, aumentan
o disminuyen) la expresion o actividad de los polinucleétidos y/o polipéptidos de la invencién. Tales métodos pueden
utilizarse, por ejemplo, para identificacién de compuestos que pueden mejorar los sintomas de trastornos como los
arriba citados. Tales métodos pueden incluir, pero sin cardcter limitante, ensayos para identificar compuestos y otras
sustancias que interaccionan con (v.g., se fijan a) los polipéptidos de la invencién.

Los métodos de la invencién incluyen también métodos para el tratamiento de trastornos como los arriba citados
que pueden implicar la administraciéon de tales compuestos a individuos que exhiben sintomas o tendencias rela-
cionadas con trastornos como los arriba citados. Adicionalmente, la invencién abarca métodos para el tratamiento de
enfermedades o trastornos como los arriba citados por administracién de compuestos y otras sustancias que modulan la
actividad global de los productos del gen diana. Los compuestos y otras sustancias pueden producir dicha modulacién
sea al nivel de expresion del gen diana o la actividad de la proteina diana.

La invencién proporciona adicionalmente un método de tratamiento de un estado de enfermedad inflamatoria
mediado por IL-18 que comprende administrar a un individuo que se encuentra en necesidad de ello una cantidad
de un polinucleétido, polipéptido o agonista de IL-1 Hy2 eficaz para inhibir la actividad de IL-18. Se proporcionan
también métodos de inhibicidn in vitro e in vivo de la actividad de IL-18.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figs. 1A-1B muestran una alineacién de la secuencia de aminodcidos de IL-1 Hy2 (SEQ ID NO: 2) con
las secuencias de IL-1 Hy1 (descrita en el documento U.S. No. de Serie 09/287.210, en co-propiedad y también en
tramitacion, presentado el 5 de abril de 1999), IL-1 Ra de rata, IL-1Ra de cerdo, IL-1Ra humano secretado (Hu sIL-
1Ra) e IL-1 Ra humano intracelular (Hu icIL-1Ra), SEQ ID NOS: 5-9, respectivamente. En estas figuras, A - alanina;
R - arginina; N - asparagina; D - dcido aspartico, C - cisteina; E - 4cido glutdmico; Q - glutamina, G - glicina, H -
histidina; I - isoleucina; L - leucina, K - lisina, M - metionina; F - fenilalanina; P - prolina, S - serina; T - treonina, W
- triptéfano; Y - tirosina, V - valina, X - cualquiera de los 20 aminodcidos. Las lagunas se representan como guiones.
Los niimeros de aminodcidos para todas las secuencias se marcan de acuerdo con ello. Los residuos encerrados en
recuadros indican secuencia de consenso o conservada.

Fig. 2 expone SEQ ID NO: 12, que representa la secuencia de cDNA predicha basada en la secuencia genémica
humana de IL-1 Hy2.

Fig. 3 expone SEQ ID NO: 13, que representa la secuencia de aminodcidos humana codificada por el marco de
lectura abierto mas largo de SEQ ID NO: 12, que es una forma alternativa del polipéptido IL-1 Hy?2.

Fig. 4 expone SEQ ID NO: 14, que representa la secuencia de cDNA de los clones de IL-1 Hy2 que se extiende
hasta la regiéon 5° de SEQ ID NO: 1.

Descripcion detallada de la invencion
1. Definiciones

El término “secuencia de nucleétidos”, hace referencia a un heteropolimero de nucleétidos o a la secuencia de es-
tos nucledtidos. Los términos “dcido nucleico” y “polinucleétido” se utilizan también de modo intercambiable en esta
memoria para hacer referencia a un heteropolimero de nucleétidos. Generalmente, los segmentos de dcido nucleico
proporcionados por esta invencién pueden ensamblarse a partir de fragmentos del genoma y enlazadores oligonu-
cleotidicos cortos, o a partir de una serie de oligonucleétidos, o de nucleétidos individuales, para proporcionar un
dcido nucleico sintético que es capaz de ser expresado en una unidad de transcripcidon recombinante que comprende
elementos reguladores derivados de un operén microbiano o viral, o un gen eucariota.

Los términos “fragmento oligonucleotidico” o “fragmento de polinucle6tido”, “porcion”, o “segmento” es un tramo
de residuos de nucleédtidos polipeptidicos que es suficientemente largo para utilizar en la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) o diversos procedimientos de hibridacién para identificar o amplificar partes idénticas o afines de
moléculas de mRNA o DNA.

Los términos “oligonucleétidos” o “sondas de dcido nucleico” se preparan basandose en las secuencias de poli-
nucledétidos proporcionadas en la presente invencién. Los oligonucledtidos comprenden porciones de una secuencia
de polinucledétidos de este tipo que tienen al menos aproximadamente 15 nucledtidos y usualmente al menos aproxi-
madamente 20 nucleétidos. Las sondas de 4cido nucleico comprenden porciones de una secuencia de polinucleétidos
de este tipo que tienen menos nucleétidos que aproximadamente 6 kb, usualmente menos que aproximadamente 1 kb.
Después del ensayo apropiado para eliminar resultados positivos falsos, estas sondas pueden, por ejemplo, utilizarse
para determinar si moléculas especificas de mRNA estdn presentes en una célula o tejido o para aislar secuencias
similares de dcido nucleico a partir del DNA cromosémico como se describe por Walsh et al. (Walsh, P.S et al., 1992,
PCR Methods Appl. 1: 241-2250).

El término “sondas” incluye 4cidos nucleicos mono- o bicatenarios existentes naturalmente o sintetizados por
medios recombinantes o medios quimicos. Los mismos pueden estar marcados por traslacién de la mella, reaccién
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de rellenado con Klenow, PCR u otros métodos bien conocidos en la técnica. Las sondas de la presente invencién, su
preparacién y/o marcacién se elaboran en Sambrook, J. et al., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, NY; o en Ausubel, EM. et al., 1989, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley
& Sons, Nueva York NY, los dos cuales se incorporan en esta memoria por referencia en su totalidad.

El término “severo” se utiliza para hacer referencia a condiciones que se comprenden comunmente en la téc-
nica como severas. Las condiciones severas pueden incluir condiciones altamente severas (es decir, hibridacién a
DNA fijado a un filtro en NaHPO, 0,5M, dodecilsulfato de sodio (SDS) al 7%, EDTA 1 mM a 65°C, y lavado en
0,1 x SSC/0,1% SDS a 68°C), y condiciones moderadamente severas (es decir, lavado en 0,2 x SSC/0,1% SDS a
42°C).

En casos en que estd implicada hibridacién de desoxioligonucleétidos, condiciones de hibridacién severas ilustra-
tivas adicionales incluyen lavado en 6 x SSC/0,05% pirofosfato de sodio a 37°C (para oligonucleétidos de 14 bases),
48°C (para oligonucleétidos de 17 bases), 55°C (para oligonucleétidos de 20 bases), y 60°C (para oligonucleétidos de
23 bases).

El término “recombinante”, cuando se utiliza en esta memoria para hacer referencia a un polipéptido o una pro-
tefna, significa que un polipéptido o proteina se deriva de sistemas de expresién recombinantes (v.g. microbianos
o de mamifero). “Microbiano” hace referencia a polipéptidos o proteinas recombinantes fabricados en sistemas de
expresion bacterianos o fungicos (v.g., levadura). Como producto, “microbiano recombinante” define un polipéptido
o proteina esencialmente exento de sustancias enddgenas nativas y que no estd acompafiado por glicosilacién nati-
va asociada. Los polipéptidos o proteinas expresados en la mayoria de los cultivos bacterianos, v.g. E. coli, estardn
exentos de modificaciones de glicosilacion; los polipéptidos o proteinas expresados en levadura tendran un patrén de
glicosilacion diferentes en general de los expresados en células de mamifero.

El término “vehiculo o vector de expresion recombinante” hace referencia a un pldsmido o fago o virus o vector,
para expresar un polipéptido de una secuencia de DNA(RNA). Un vehiculo de expresién puede comprender una uni-
dad de transcripcién que comprende un ensamblaje de (1) un elemento o elementos genéticos que tiene una funcién
reguladora en la expresiéon génica, por ejemplo, promotores o intensificadores, (2) una secuencia estructural o codi-
ficante que se transcribe en mRNA y se traduce en proteina, y (3) secuencias apropiadas de iniciacién y terminacién
de la transcripcidn. Las unidades estructurales destinadas para uso en sistemas de expresion de levaduras o eucariotas
incluyen preferiblemente una secuencia conductora que hace posible la secrecion extracelular de la proteina traducida
por una célula hospedadora. Alternativamente, en los casos en que se expresa proteina recombinante sin una secuencia
conductora o de transporte, la misma puede incluir un residuo metionina N-terminal. Este residuo puede escindirse o
no subsiguientemente de la proteina recombinante expresada para proporcionar un producto final.

El término “sistema de expresion recombinante” significa células hospedadoras que han integrado de manera es-
table una unidad de transcripciéon recombinante en su DNA cromosémico o que llevan la unidad de transcripcién
recombinante extracromosémicamente. Sistemas de expresion recombinantes como se definen en esta memoria expre-
saran polipéptidos o proteinas heter6logos por induccion de los elementos reguladores enlazados al segmento de DNA
o gen sintético a expresar. Este término significa también células hospedadoras que han integrado de manera estable un
elemento o elementos genético(s) recombinante(s) que tiene(n) un papel regulador en la expresién génica, por ejem-
plo, promotores o intensificadores. Sistemas de expresién recombinantes como se definen en esta memoria expresardn
polipéptidos o proteinas endégenos(as) a la célula después de induccién de los elementos reguladores enlazados al
segmento de DNA enddgeno o gen a expresar. Las células pueden ser procariotas o eucariotas.

El término “marco de lectura abierto”, OREF, significa una serie de tripletes de nucledtidos que codifican aminodci-
dos sin ningtin codén de terminacion y es una secuencia traducible en proteina.

El término “fragmento modulador de la expresién”, “EMF”, significa una serie de oligonucleétidos que modula la
expresion de un ORF enlazado operativamente u otro EMF.

Como se utiliza en esta memoria, se dice que una secuencia “modula la expresion de una secuencia enlazada
operativamente” cuando la expresion de la secuencia se ve alterada por la presencia del EMF. Los EMFs incluyen,
pero sin cardcter limitante, promotores, y secuencias moduladoras de promotores (elementos inducibles). Una clase de
EMFs son fragmentos que inducen la expresion de un ORF enlazado operativamente en respuesta a un factor o suceso
fisiol6gico regulador especifico.

Como se utiliza en esta memoria, un “fragmento modulador de la absorcién”, UMF, significa una serie de nu-
cledtidos que median la absorcién de un fragmento de DNA enlazado en una célula. Los UMFs pueden identificarse
facilmente utilizando UMFs conocidos como secuencia diana o motivo diana con los sistemas basados en ordenador
descritos mas adelante.

La presencia y actividad de un UMF puede confirmarse por fijacion del UMF sospechoso a una secuencia marcado-
ra. La molécula de 4cido nucleico resultante se incuba luego con un hospedador apropiado en condiciones apropiadas
y se determina la absorcién de la secuencia marcadora. Como se ha descrito arriba, un UMF aumentar4 la frecuencia
de absorcidn de una secuencia marcadora enlazada.
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El término “activo” hace referencia a aquellas formas del polipéptido que retienen las actividades biolégicas y/o
inmunoldgicas de cualquier polipéptido existente naturalmente. De acuerdo con la invencion, el término “biolégica-
mente activo” con referencia a IL-1 Hy?2 significa que el polipéptido retiene al menos una de las actividades bioldgicas,
preferiblemente la actividad antagonista de IL-1, de la IL-1 Hy2 humana, mientras que el término “inmunolégicamen-
te activo” con referencia a IL-1 Hy?2 significa que el polipéptido retiene al menos una de las actividades inmunolégicas
o antigénicas de IL-1 Hy2 humana.

El término “polipéptido existente naturalmente” hace referencia a polipéptidos producidos por células que no se
han sometido a ingenieria genética y contempla especificamente diversos polipéptidos procedentes de modificaciones
posteriores a la traduccién del polipéptido que incluyen, sin cardcter limitante, acetilacion, carboxilacién, glicosilacion,
fosforilacion, lipidacidn y acilacién.

El término “derivado” hace referencia a polipéptidos modificados quimicamente por técnicas tales como ubiqui-
tinacién, marcacion (v.g., con radionucleidos de diversas enzimas), pegilacion (derivatizacién con polietilenglicol), e
insercion o sustitucién por sintesis quimica de aminodcidos tales como ornitina, que no existen normalmente en las
proteinas humanas.

El término “variante” o “andlogo” hace referencia a cualquier polipéptido que difiere de los polipéptidos existentes
naturalmente por inserciones, deleciones, y sustituciones de aminodcidos, creadas utilizando técnicas de DNA recom-
binante. La guia en la determinacién de qué residuos de aminodcidos pueden reemplazarse, afiadirse o suprimirse sin
anular las actividades de interés, tales como actividad antagonista de IL-1, puede encontrarse por comparacion de la
secuencia del polipéptido particular con la de péptidos homdlogos humanos o de otros mamiferos, v.g. IL-1Ra, IL-1
Hyl, o IL-1, y minimizacién del nimero de cambios en la secuencia de aminoacidos realizados en regiones de alta
homologia (regiones conservadas) o por reemplazamiento de aminodcidos con secuencia de consenso.

Preferiblemente, las “sustituciones” de aminodcidos son el resultado del reemplazamiento de un aminoécido con
otro aminodcido que tenga estructura similar y/o propiedades quimicas, es decir, reemplazamientos de aminodcidos
conservadores. Pueden realizarse sustituciones de aminodcidos “conservadoras” sobre la base de semejanza en pola-
ridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad, y/o la naturaleza anfipatica de los residuos implicados. Por
ejemplo, aminodcidos no polares (hidréfobos) incluyen alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, trip-
téfano, y metionina; los aminodcidos polares neutros incluyen glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina,
y glutamina; los aminodcidos cargados positivamente (bdsicos) incluyen arginina, lisina e histidina; y los aminoacidos
cargados negativamente (dcidos) incluyen 4cido aspartico y acido glutdmico. Las “inserciones” o “deleciones” estdn
comprendidas tipicamente en el intervalo de aproximadamente 1 a 5 aminodcidos. La variacién permitida puede ser
determinada experimentalmente por realizacion sistemadtica de inserciones, deleciones, o sustituciones de aminoéci-
dos en la molécula de polipéptido utilizando técnicas de DNA recombinante y ensayando las variantes recombinantes
respecto a actividad.

Alternativamente, en los casos en que se desea alteracion de la funcién, las inserciones, deleciones o alteraciones
no conservadoras pueden modificarse por ingenieria genética para producir polipéptidos alterados. Tales alteraciones
pueden, por ejemplo, alterar una o més de las funciones bioldgicas o caracteristicas bioquimicas de los polipéptidos de
la invencidn. Por ejemplo, tales alteraciones pueden cambiar las caracteristicas del polipéptido tales como afinidades
de fijacién de ligandos, afinidades intercatenarias, o tasa de degradacién/reposicién. Adicionalmente, tales alteracio-
nes pueden seleccionarse a fin de generar polipéptidos que sean mds adecuados para expresion, aumento de escala
y andlogos en las células hospedadoras seleccionadas para la expresion. Por ejemplo, los residuos cisteina pueden
delecionarse o sustituirse con otro residuo de aminodcido con objeto de eliminar puentes disulfuro.

Tal como se utiliza en esta memoria, “sustancialmente equivalente” puede hacer referencia tanto a secuencias de
nucledtidos como a secuencias de aminodcidos, por ejemplo una secuencia mutante, que varia respecto a una secuencia
de referencia por una o mas sustituciones, deleciones, o adiciones, cuyo efecto neto no da como resultado un deseme-
janza funcional desfavorable entre la referencia y las secuencias objeto. Tipicamente, dicha secuencia sustancialmente
equivalente varfa con respecto a una de las enumeradas en esta memoria en no mas de aproximadamente 20% (es
decir, el niimero de sustituciones, adiciones, y/o deleciones de restos individuales en una secuencia sustancialmente
equivalente, en comparacion con la secuencia de referencia correspondiente, dividido por el niimero total de residuos
en la secuencia sustancialmente equivalente que es aproximadamente 0,2 o menos. Una secuencia de este tipo se dice
que tiene 80% de identidad de secuencia con la secuencia incluida en el listado. En una realizacion, una secuencia
sustancialmente equivalente, v.g., mutante, de la invencién, varia con respecto a una secuencia incluida en la lista en
no mas de 10% (90% de identidad de secuencia); en una variacion de esta realizacidén, en no mas de 5% (95% de
identidad de secuencia); y en una variacion adicional de este realizacién, en no mas de 2% (98% de identidad de se-
cuencia). Secuencias de aminodcidos sustancialmente equivalentes, v.g. mutantes, de acuerdo con la invencién tienen
generalmente al menos 95% de identidad de secuencia con una secuencia de aminodcidos listada, mientras que una
secuencia de nucledtidos sustancialmente equivalente de la invencién puede tener menores porcentajes de identidad
de secuencia, teniendo en cuenta, por ejemplo, la redundancia o regeneracion del codigo genético. Para los propdsitos
de la presente invencidn, secuencias que tienen actividad bioldgica sustancialmente equivalente y caracteristicas de
expresion sustancialmente equivalentes se consideran sustancialmente equivalentes. Para los propdsitos de determina-
cion de la equivalencia, deberia ignorarse la truncacién de la secuencia madura (v.g., por una mutacién que crea un
codon de parada espurio). La identidad de secuencia puede determinarse, v.g., utilizando el método de Jotun Hein.
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Las secuencias de 4cido nucleico que codifican tales secuencias sustancialmente equivalentes, v.g., secuencias de
las identidades de porcentajes citadas, pueden aislarse e identificarse rutinariamente por procedimientos estdndar de
hibridacién bien conocidos por los expertos en la técnica.

En caso deseado, puede disefiarse un vector de expresion que contenga una “secuencia sefial o conductora”, que
dirigira el polipéptido a través de la membrana de una célula. Una secuencia de este tipo puede estar presente natural-
mente en los polipéptidos de la presente invencién o proporcionarse a partir de fuentes de proteinas heter6logas por
técnicas de DNA recombinante.

Un “fragmento”, “porcién” o “segmento” polipeptidico es un tramo de residuos de aminoéacidos de la menos
aproximadamente 5 aminodcidos, a menudo al menos aproximadamente 7 aminodcidos, tipicamente al menos apro-
ximadamente 9 a 13 aminodcidos, y, en diversas realizaciones, al menos aproximadamente 17 o mds aminoéci-
dos. Para ser activo, cualquier polipéptido debe tener una longitud suficiente para exhibir actividad biolégica y/o
inmunoldgica.

Alternativamente, las variantes recombinantes que codifican estos o similares polipéptidos pueden sintetizarse o
seleccionarse haciendo uso de la “redundancia” del cédigo genético. Diversas sustituciones de codones, tales co-
mo los cambios silenciosos que producen diversos sitios de restriccién, pueden introducirse para optimizar la clo-
nacién en un pldsmido o vector viral o la expresidén en un sistema particular procariota o eucariota. Las muta-
ciones en la secuencia de polinucleétidos pueden reflejarse en el polipéptido o dominios de otros péptidos afia-
didos al polipéptido para modificar las propiedades de cualquier parte del polipéptido, a fin de cambiar caracte-
risticas tales como las afinidades de fijacion de ligandos, las afinidades intercatenarias, o la tasa de degradacion/
reposicion.

El término células “activadas” tal como se utiliza en esta solicitud son aquéllas que estdn involucradas en el trafico
de membrana extracelular o intracelular, con inclusién de la exportacion de moléculas neurosecretoras o enzimaticas
como parte de un proceso normal o de enfermedad.

El término “purificado”, tal como se utiliza en esta memoria, denota que el 4dcido nucleico o polipéptido indicado
estd presente en ausencia sustancial de otras macromoléculas bioldgicas, v.g., polinucleétidos, proteinas, etcétera. En
una realizacion, el polinucleétido o polipéptido se purifica de tal manera que el mismo constituye al menos 95% en pe-
so, mds preferiblemente al menos 99,8% en peso de las macromoléculas bioldgicas indicadas presentes (si bien puede
estar presente agua, tampones, y otras moléculas pequefias (especialmente moléculas que tengan un peso molecular
inferior a 1000 Daltons).

El término “aislado”, tal como se utiliza en esta memoria, hace referencia a un 4cido nucleico o polipéptido se-
parado a partir de la menos otro componente (v.g., dcido nucleico o polipéptido) presente con el acido nucleico o
polipéptido en su fuente natural. En una realizacién, el dcido nucleico o polipéptido se encuentra en presencia de
(si acaso) unicamente un disolvente, tampén, ion u otro componente normalmente presente en una solucién del
mismo. Los términos “aislado” y “purificado” no abarcan 4cidos nucleicos o polipéptidos presentes en su fuente
natural.

El término “infeccién” hace referencia a la introduccién de 4cidos nucleicos en una célula hospedadora adecuada
por el uso de un virus o vector viral.

El término “transformacién” significa introduccién de DNA en una célula hospedadora adecuada de tal modo que
el DNA es replicable, sea como un elemento extracromosémico, o por integraciéon cromosdmica.

El término “transfeccion” hace referencia a la absorcién de un vector de expresion por una célula hospedadora
adecuada, tanto si se expresa como si no se expresa de hecho secuencia codificante alguna.

El término “fragmento intermedio” significa un 4cido nucleico de longitud comprendida entre 5 y 1000 bases, y
preferiblemente con una longitud comprendida entre 10 y 40 pb.

El término “secretado” incluye una proteina que es transportada a través o a lo largo de una membrana, con inclu-
sién de transporte como resultado de secuencias sefial en su secuencia de aminodcidos cuando la misma se expresa
en una célula hospedadora adecuada. Las proteinas “secretadas” incluyen, sin limitacién, proteinas secretadas total-
mente (v.g., proteinas solubles) o parcialmente (v.g., receptores) a partir de la célula en la que se expresan las mismas.
Las proteinas “secretadas” incluyen también, sin limitacién, proteinas que se transportan a través de la membrana
del reticulo endopldsmico. Debe entenderse que las proteinas “secretadas” incluyen también proteinas que contienen
secuencias sefial no tipicas (v.g. Interleuquina-I Beta, véase Krasney, P.A. and Young, P.R. (1992) Cytokine 4(2): 134
-143) y factores liberados por células deterioradas (v.g. el Antagonista del Receptor de Interleuquina-I, véase Arend,
W.P. et. al. (1998) Annu. Rev. Immunol. 16:27-55).

Debe entenderse que cada uno de los términos anteriores abarca todo lo que se describe para cada uno, a no ser
que el contexto dicte otra cosa.
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Acidos nucleicos y polipéptidos de la invencion

Las secuencias de nucledtidos y aminodcidos de la invencién se exponen a continuacién. Fragmentos de las pro-
teinas de la presente invencién que son capaces de exhibir actividad biolégica se abarcan también por la presente
invencién. Los fragmentos de la proteina pueden encontrarse en forma lineal o pueden estar ciclados utilizando mé-
todos conocidos, por ejemplo, como se describe en H. U. Saragovi, et al., Bio/Technology 10, 773-778 (1992) y en
R. S. McDowell, et al., J. Amer. Chem. Soc. 114, 9245-9253 (1992), los dos cuales se incorporan en esta memoria
por referencia. Tales fragmentos pueden fusionarse a moléculas portadoras tales como inmunoglobulinas para muchos
propésitos, con inclusién del aumento de la valencia de los sitios de fijacién de proteinas. Por ejemplo, fragmentos
de la proteina pueden fusionarse a través de secuencias “enlazadoras” a la porcién Fc de una inmunoglobulina. Para
una forma bivalente de la proteina, una fusién de este tipo podria ser a la porciéon Fc de una molécula IgG. Otros
isotipos de inmunoglobulina pueden utilizarse también para generar tales fusiones. Por ejemplo, una fusién proteina-
IgM generaria una forma decavalente de la proteina de la invencién.

La presente invencién proporciona también formas de longitud total y formas maduras (por ejemplo, sin una
secuencia sefial o secuencia precursora) de las proteinas descritas. La forma de longitud total de tales proteinas se
identifica en el listado de secuencia por traduccién de la secuencia de nucleétidos de cada uno de los clones descritos.
La forma madura de dicha proteina puede obtenerse por expresion del polinucledtido de longitud total descrito en
una célula de mamifero adecuada u otra célula hospedadora. La secuencia de la forma madura de la proteina puede
determinarse también a partir de la secuencia de aminoédcidos de la forma de longitud total. En los casos en que la
proteina de la presente invencion esta fijada a la membrana, se proporcionan también formas solubles de la proteina.
En tales formas parte o la totalidad de las regiones que hacen que la proteina se fije a la membrana se delecionan a fin
de que la proteina sea secretada totalmente por la célula en la que se expresa la misma.

La presente invencién proporciona también genes que corresponden a las secuencias de cDNA descritas en es-
ta memoria. Los genes correspondientes pueden aislarse de acuerdo con métodos conocidos utilizando la informa-
cioén de secuencias descrita en esta memoria. Tales métodos incluyen la preparacién de sondas o iniciadores a par-
tir de la informacién de secuencias descrita para identificacion y/o amplificacién de genes en genotecas gendmicas
apropiadas u otras fuentes de materiales genémicos. Homélogos de especies de los polinucledtidos y proteinas des-
critos se proporcionan también por la presente invencién. Las especies hom6logas pueden aislarse e identificarse
construyendo sondas o iniciadores adecuados a partir de las secuencias proporcionadas en esta memoria y seleccio-
nando una fuente de 4cido nucleico adecuada de la especie deseada. La invencion abarca también variantes alélicas
de los polinucledtidos o proteinas descritos; es decir, formas alternativas existentes naturalmente del polinucledtido
aislado que codifican también proteinas que son idénticas, homdlogas o afines a la codificada por los polinucled-
tidos. Las composiciones de la presente invencién incluyen polinucleétidos aislados, con inclusién de moléculas
de DNA recombinante, genes clonados o variantes degeneradas de los mismos, especialmente variantes existentes
naturalmente tales como variantes alélicas, nuevos polipéptidos aislados, y anticuerpos que reconocen especifica-
mente un o mas epitopes presentes en tales polipéptidos. Especies homélogas de los polinucledtidos y proteinas
descritos se proporcionan también por la presente invencion. Especies homodlogas pueden aislarse e identificarse
por realizacién de sondas o iniciadores adecuados a partir de las secuencias proporcionadas en esta memoria y se-
leccién de una fuente de 4cido nucleico adecuada de la especie deseada. La invencién abarca también variantes
alélicas de los polinucledtidos o proteinas descritos; es decir, formas alternativas existentes naturalmente del po-
linucleédtido aislado que codifica también proteinas que son idénticas, homdlogas o afines a la codificada por los
polinucleétidos.

Descripcion de las secuencias

SEQ ID NO: 1 muestra una secuencia de nucleétidos preferida de IL-1 Hy2 que contiene una regién codificante
de proteina desde los nucledtidos 54 al 509.

SEQ ID NO: 2 muestra una secuencia de aminodacidos codificada por SEQ ID NO: 1.

SEQ ID NO: 3 muestra una secuencia de nucleétidos idéntica a SEQ ID NO: 1 excepto que la regién codificante
de la proteina abarca los nucleétidos 3 a 509.

SEQ ID NO: 4 muestra la secuencia de aminodcidos codificada por SEQ ID NO: 3.

SEQ ID NOS: 5-9 muestra las secuencias de aminodcidos de IL-1 Hyl humana, IL-1Ra de rata, IL-1Ra de cerdo,
IL-1Ra humana e IL-1Ra humana intracelular, respectivamente.

SEQ ID NO: 14 muestra una secuencia de cDNA extendida de un clon de IL-1 Hy2 humana que es mds largo que
SEQ ID NO: 1 pero codifica el mismo polipéptido de 152 aminoécidos (SEQ ID NO: 2).

SEQ ID NO: 15 muestra la secuencia de DNA genémico de IL-1 Hy?2.

SEQ ID NO: 12 muestra la secuencia de cDNA predicha basada en la secuencia genémica humana de IL-Hy?2
(SEQ ID NO: 15), y difiere de SEQ ID NO: 14 en la posicién 279 (C — T).
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SEQ ID NO: 13 muestra la secuencia de 200 aminodcidos codificada por el marco de lectura abierto mds largo de
SEQ ID NO: 12.

SEQ ID NO: 16 muestra la secuencia de DNA genémico de IL-1 Hy2 murino.

SEQ ID NO: 17 muestra la secuencia de cDNA murino predicha basada en la secuencia gendmica de ratén de SEQ
ID NO: 16.

SEQ ID NO: 18 muestra la secuencia de aminodcidos deducida del polipéptido IL-1 Hy2 murina.

2. Acidos nucleicos de la invencion

Los polinucleétidos aislados de la invencién incluyen un polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende
la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NOS: 2 6 13. Una secuencia de dcido nucleico preferida se expone en SEQ
ID NO: 1 (que es idéntica a SEQ ID NO: 3 excepto por la identificacidn de la regién codificante de la proteina, que
tiene los nucledtidos 54 a 509 para SEQ ID NO: 1 y los nucleétidos 3 a 509 para SEQ ID NO: 3).

Existen dos marcos de lectura abiertos alternativos en SEQ ID NO: 1. La resecuenciacién de la regién 5° del
c¢DNA de IL-1 Hy?2 dio como resultado SEQ ID NO: 14, que incluye el marco de lectura abierto mds corto de SEQ
ID NO: 1 y extiende su secuencia 5°. La secuencia de amino-4cidos predicha basada en el marco de lectura abierto
mads corto de SEQ ID NO: 14 se muestra en SEQ ID NO: 2. La secuencia de cDNA predicha basada en la secuencia
de DNA genémico se indica como SEQ ID NO: 12, que contiene un cambio C — T que da como resultado una
metionina iniciadora alternativa aguas arriba que extiende el marco de lectura abierto de SEQ ID NO: 3. La secuencia
de amino-acidos predicha basada en el marco de lectura abierto mas largo se muestra en SEQ ID NO: 13.

Los polinucléotidos aislados de la invencién incluyen adicionalmente un polinucle6tido que comprende la secuen-
cia de nucleétidos de SEQ ID NOS: 1, 12 6 14; un polinucleétido que comprende la secuencia codificante de la
proteina de longitud total de SEQ ID NOS: 1, 12 6 14; y un polinucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos
de la secuencia codificante de la proteina madura de SEQ ID NOS: 1, 12 6 14. Los polinucleétidos de la presente
invencién incluyen también un polinucleétido que codifica un polipéptido con actividad de IL-1 Hy2 y que se hibrida
en condiciones de hibridacién severas al complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1.

Los polinucleétidos de la invencién incluyen adicionalmente el complemento de cualquiera de los polinucleétidos
citados arriba.

Los polinucledtidos de la invencién proporcionan también polinucledtidos que incluyen secuencias de nucledtidos
que son sustancialmente equivalentes a los polinucleétidos citados arriba. Los polinucleétidos de acuerdo con la in-
vencién pueden tener al menos aproximadamente 65%, de modo mds general al menos aproximadamente 70%, 75%,
80%, 85% o0 90%, y de modo atin mds general al menos aproximadamente 95% de identidad de secuencia con un po-
linucleétido citado arriba. La invencidn proporciona también el complemento de los polinucleétidos que incluye una
secuencia de nucledtidos que tiene al menos aproximadamente 80%, de modo mas general al menos aproximadamente
90%, y de modo todavia mds general al menos aproximadamente 95% de identidad de secuencia a un polinucleétido
que codifica un polipéptido arriba citado. El polinucleétido puede ser DNA (gendémico, cDNA, amplificado o sintético)
o RNA. Métodos y algoritmos para la obtencién de tales polinucleétidos son bien conocidos por los expertos en la
técnica y pueden incluir, por ejemplo, métodos para determinacién de condiciones de hibridacién que pueden aislar
rutinariamente polinucleétidos de las identidades de secuencia deseadas.

Un polinucleétido de acuerdo con la invencién puede unirse a cualquiera de una diversidad de otras secuencias
de nucleétidos por métodos de DNA recombinante bien establecidos (véase Sambrook J. et al. (1989) Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, NY). Secuencias de nucleétidos ttiles para unién a
polipéptidos incluyen una coleccién de vectores, v.g., plasmidos, cosmidos, derivados del fago lambda, fagémidos,
y andlogos, que son bien conocidos en la técnica. De acuerdo con ello, la invencién proporciona también un vector
que incluye un polinucledtido de la invencién y una célula hospedadora que contiene el polinucleétido. En general, el
vector contiene un origen de replicacién funcional en al menos un organismo, sitios convenientes de endonucleasas de
restriccion, y un marcador seleccionable para la célula hospedadora. Los vectores de acuerdo con la invencién incluyen
vectores de expresion, vectores de replicacion, vectores de generacién de sondas, y vectores de secuenciacién. Una
célula hospedadora de acuerdo con la invencién puede ser una célula procariota o eucariota y puede ser un organismo
unicelular o parte de un organismo multicelular.

Las secuencias que caen dentro del alcance de la presente invencién no estdn limitadas a las secuencias especificas
descritas en esta memoria, sino que pueden incluir también variaciones alélicas de las mismas. Las variaciones alélicas
pueden determinarse rutinariamente por comparacién de la secuencia proporcionada en SEQ ID NO: 1, 12 6 14, o un
fragmento representativo de la misma, o una secuencia de nucleétidos que es al menos idéntica en un 99,9% a SEQ
ID NOS: 1, 12 6 14 con una secuencia de otro material aislado de la misma especie. El Ejemplo 2 muestra que
existen diversas variantes alélicas, algunas de las cuales dan como resultado cambios en la secuencia del polipéptido
codificada.
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Para acomodar la variabilidad de codones, la invencién incluye moléculas de acido nucleico que codifican las
mismas secuencias de aminodcidos que lo hacen los ORFs especificos descritos en esta memoria. Dicho de otro modo,
en la region codificante de un ORF, se contempla expresamente la sustitucién de un codén por otro que codifica
el mismo aminodcido. Cualquier secuencia especifica descrita en esta memoria puede ser seleccionada ficilmente
respecto a errores por resecuenciacién de un fragmento particular, tal como un ORF, en ambas direcciones (es decir,
secuenciar ambas cadenas).

La presente invencion proporciona adicionalmente constructos recombinantes que comprenden un acido nucleico
que tiene la secuencia de SEQ ID NOS: 1, 12 6 14; o un fragmento del mismo o cualesquiera otros polinucleétidos
de la invencién. En una realizacién, los constructos recombinantes de la presente invencién comprenden un vector,
tal como un pldsmido o vector viral, en el cual se inserta un dcido nucleico que tiene la secuencia de SEQ ID NOS:
1, 12 6 14; o un fragmento del mismo, en una orientacién directa o inversa. En el caso de un vector que comprende
uno de los ORFs de la presente invencion, el vector puede comprender también secuencias reguladoras que incluyen,
por ejemplo, un promotor, enlazado operativamente al ORF. Para vectores que comprenden los EMFs y UMFfs de
la presente invencion, el vector puede comprender ademds una secuencia marcadora o un ORF heter6logo enlazado
operativamente al EMF o UMF. Grandes nimeros de vectores y promotores adecuados son conocidos por los expertos
en la técnica y estdn disponibles comercialmente para generar los constructos recombinantes de la presente invencion.
Los vectores siguientes se proporcionan a modo de ejemplo. Bacterianos: pBs, Phagescript, PsiX174, pBluescript SK,
pBsKS, pNH8a, pNH16a, pNH18a, pNH46a (Stratagene); pTrc99A; pKK223-3. pKK233-3, pDR540, pRITS (Phar-
macia). Eucariotas: pWLneo, pSV2cat, pOG44, pXTI, pSG (Stratagene), pSVK3, pBPV, pMSG, pSVL (Pharmacia).

El polinucleétido aislado de la invencidn puede enlazarse operativamente a una secuencia de control de la expre-
sion tal como los vectores de expresion pMT?2 o pED descritos en Kaufman et al., Nucleic Acids Res. 19, 4485-4490
(1991), con objeto de producir la proteina recombinantemente. Muchas secuencias de control de la expresién adecua-
das se conocen en la técnica. Métodos generales de expresion de proteinas recombinantes se conocen también y se
ilustran en R. Kaufman, Methods in Enzymology 185, 537-566 (1990). Como se define en esta memoria, “enlazado
operativamente” significa que el polinucledtido aislado de la invencién y una secuencia de control de la expresién
estdn situados dentro de un vector o célula de tal manera que la proteina es expresada por una célula hospedadora que
se ha transformado (transfectado) con la secuencia polinucleétido/control de la expresion ligada.

Regiones promotoras pueden seleccionarse de cualquier gen deseado utilizando vectores de CAT (cloramfenicol-
transferasa) u otros vectores con marcadores seleccionables. Dos vectores apropiados son pKK232-8 y pCM7. Pro-
motores bacterianos citados particularmente incluyen lacl, lacZ, T3, T7, gpt, lambda Py y trc. Promotores eucariotas
incluyen CMV precoz inmediato, HSV-timidina-quinasa, SV40 precoz y tardio, LTRs de retrovirus, y metalotioneina-
I de rat6n. La seleccion del vector y promotor apropiado estd perfectamente dentro del nivel de experiencia ordinario
en la técnica. Generalmente, los vectores de expresion recombinantes incluirdn origenes de replicacién y marcadores
seleccionables que permitan la transformacién de la célula hospedadora, v.g., el gen de resistencia a la ampicilina de
E. coliy el gen TRP1 de S. cerevisiae, y un promotor derivado de un gen altamente expresado para dirigir la transcrip-
cién de una secuencia estructural situada aguas abajo. Tales promotores pueden derivarse de operones que codifican
enzimas glicoliticas tales como 3-fosfoglicerato-quinasa (PGK), factor a, fosfatasa 4cida, o proteinas de choque térmi-
co, entre otros. La secuencia estructural heteréloga se ensambla en una fase apropiada con secuencias de iniciacion y
terminacion de la traduccion, y preferiblemente, una secuencia conductora capaz de dirigir la secrecién de la proteina
traducida al espacio peripldsmico o al medio extracelular. Opcionalmente, la secuencia heteréloga puede codificar
una proteina de fusién que incluye un péptido de identificacién del terminal N que imparte caracteristicas deseadas,
v.g., estabilizacién o purificacioén simplificada del producto recombinante expresado. Vectores de expresion ttiles para
uso bacteriano se construyen por insercién de una secuencia de DNA estructural que codifica una proteina deseada
junto con sefiales adecuadas de iniciacién y terminacion de la traduccién en fase de lectura operativa con un promotor
funcional. El vector comprenderd uno o mds marcadores fenotipicos seleccionables y un origen de replicacion para
asegurar el mantenimiento del vector y, en caso deseable, proporcionar amplificacion en el hospedador. Hospedadores
procariotas adecuados para transformacién incluyen E. coli, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium y diversas es-
pecies dentro de los géneros Pseudomonas, Streptomyces, y Staphylococcus, aunque pueden emplearse también otros
como cuestion de eleccion.

Como ejemplo representativo pero no limitante, vectores de expresion Utiles para uso bacteriano pueden compren-
der un marcador seleccionable y un origen de replicacion bacteriano derivado de plasmidos disponibles comercial-
mente que comprenden elementos genéticos del vector de clonacién bien conocido pBR322 (ATCC 37017). Tales
vectores comerciales incluyen, por ejemplo, pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia) y GEM1 (Pro-
mega Biotec. Madison, WI, EE.UU.). Estas secciones de “cadena principal” de pPBR322 se combinan con un promotor
apropiado y con el gen estructural a expresar. Después de la transformacién de una cepa hospedadora adecuada y el
crecimiento de la cepa hospedadora hasta una densidad de células apropiada, el promotor seleccionado se induce o
se libera de la represién por medios apropiados (v.g., cambio de temperatura o induccién quimica), y se cultivan las
células durante un periodo adicional. Las células se cosechan tipicamente por centrifugacién, se rompen por medios
fisicos o quimicos, y el extracto bruto resultante se conserva para purificacién ulterior.

De acuerdo con la invencién, secuencias de polinucledtidos que codifican los nuevos 4cidos nucleicos, o equi-

valentes funcionales de los mismos, pueden utilizarse para generar moléculas de DNA recombinante que dirigen la
expresion de dicho 4cido nucleico, o un equivalente funcional del mismo, en células hospedadoras apropiadas.
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Las secuencias de acido nucleico de la invencién estan dirigidas ulteriormente a secuencias que codifican variantes
de los 4cidos nucleicos descritos. Estas variantes de secuencia de aminoécidos pueden prepararse por métodos co-
nocidos en la técnica por introduccién de cambios de nucledtidos apropiados en un polinucleétido nativo o variante.
Existen dos variables en la construccion de variantes de secuencias de aminodcidos: la localizacién de la mutacién
y la naturaleza de la mutacién. Las variantes de secuencias de aminodcidos de los dcidos nucleicos se construyen
preferiblemente por mutacién del polinucledtido a fin de dar una secuencia de aminoacidos que no ocurre en la natu-
raleza. Estas alteraciones de aminodcidos pueden realizarse en sitios que difieren en los dcidos nucleicos de diferentes
especies (posiciones variables) o en regiones altamente conservadas (regiones constantes). Los sitios en tales locali-
zaciones se modificardn tipicamente en serie, v.g., por sustitucion primeramente con elecciones conservadoras (v.g.,
un aminodcido hidréfobo por un aminoacido hidréfobo diferente) y luego con elecciones mas distantes (v.g., un ami-
noécido hidréfobo a un aminodcido cargado), pudiendo hacerse después deleciones o inserciones en el sitio diana.
Las deleciones en la secuencia de aminodcidos estdn comprendidas por regla general entre aproximadamente 1 y 30
residuos, con preferencia aproximadamente 1 a 10 residuos, y son tipicamente contiguas. Las inserciones de ami-
nodcidos incluyen fusiones amino- y/o carboxi-terminales comprendidas en longitud desde 1 a 100 o més residuos,
asi como inserciones intrasecuencia de residuos de aminodcidos simples o multiples. Las inserciones intrasecuencia
pueden abarcar por regla general desde aproximadamente 1 a 10 residuos amino, preferiblemente desde 1 a 5 resi-
duos. Ejemplos de inserciones terminales incluyen las secuencias sefal heter6logas necesarias para secrecion o para
direccionamiento intracelular en células hospedadoras diferentes.

En un método preferido, polinucleétidos que codifican los nuevos 4cidos nucleicos se cambian por mutagénesis
orientada. Este método utiliza secuencias de oligonucleétidos que codifican la secuencia polinucleotidica de la variante
de aminodcido deseada, asi como un nucledtido adyacente suficiente en ambos lados del aminodcido cambiado para
formar un didplex estable a cada lado del sitio que se estd modificando. En general, las técnicas de mutagénesis
orientada son bien conocidas por los expertos en la técnica y esta técnica se ilustra en publicaciones tales como,
Edelman et al., DNA 2: 183 (1983). Un método versitil y eficiente para producir cambios especificos del sitio en una
secuencia de polinucledtidos fue publicado por Zoller y Smith, Nucleic Acids Res. 10: 6487-6500 (1982). La PCR
puede utilizarse también para crear variantes de secuencia de aminoécidos de los nuevos 4cidos nucleicos. Cuando se
utilizan pequefas cantidades de DNA molde como material de partida, uno o més iniciadores que difiere(n) ligeramente
en secuencia de la region correspondiente en el DNA molde puede(n) generar la variante de aminodcido deseada. La
amplificacién por PCR da como resultado una poblacién de fragmentos de DNA producidos que difieren del molde
polinucleotidico que codifica el polipéptido en la posicién especificada por el iniciador. Los fragmentos de DNA
producidos reemplazan la region correspondiente en el pldsmido y esto da la variante de aminoécidos deseada.

Una técnica adicional para generacion de variantes de aminodcidos es la técnica de mutagénesis en casete descrita
en Wells et al., Gene 34: 315 (1985); y otros métodos de mutagénesis bien conocidos en la técnica, tales como, por
ejemplo, los métodos de Sambrook et al., supra, y Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al. Debido
a la degeneracion inherente del cddigo genético, otras secuencias de DNA que codifican sustancialmente la misma
secuencia o una secuencia de aminodcidos funcionalmente equivalente pueden utilizarse en la practica de la invencién
para la clonacién y expresion de estos nuevos dcidos nucleicos. Tales secuencias de DNA incluyen aquéllas que son
susceptibles de hibridacién a la nueva secuencia de acido nucleico apropiada en condiciones severas.

Adicionalmente, el conocimiento de la secuencia de DNA proporcionado por la presente invencién hace posible la
modificacion de células para permitir, o aumentar, la expresion de polipéptidos endégenos de IL-1 Hy2. Las células
pueden modificarse (v.g. por recombinacién homéloga) para proporcionar una expresién incrementada de IL-1 Hy2
por reemplazamiento, totalmente o en parte, del promotor de IL-1 Hy2 existente naturalmente con la totalidad o una
parte de un promotor heterélogo de tal modo que las células expresen polipéptidos IL-1 Hy2 a un nivel més alto. El
promotor heterélogo se inserta de tal manera que el mismo estd enlazado operativamente a secuencias codificantes
de IL-1 Hy2. Véanse, por ejemplo, la Publicacién Internacional PCT No. WO 94/12650, la publicacién Internacional
PCT No. WO 92/20808, y la publicacién internacional PCT No. WO 91/09955. Se contempla también que, ademads del
DNA del promotor heter6logo, puede insertarse DNA marcador amplificable (v.g., ada, dhfr, y el gen multifuncional
CAD que codifica carbamil-fosfato-sintasa, aspartato-transcarbamilasa, y dihidroorotasa) y/o DNA de intrén junto con
el DNA promotor heterélogo. Si se enlaza a la secuencia codificante de IL-1 Hy2, 1la amplificacién del DNA marcador
por métodos de seleccion estandar da como resultado la co-amplificacién de las secuencias codificantes de IL-1 Hy2
en las células.

Los polinucleétidos de la presente invencidon hacen también posible el desarrollo, por, v.g., recombinacién homo-
loga o estrategias “knockout”, de animales que no expresan polipéptidos IL-1 Hy2 funcionales o que expresan una
variante de un polipéptido IL-1 Hy2. Tales animales son utiles como modelos para estudiar las actividades in vivo de
los polipéptidos IL-1 Hy2 asi como para estudiar moduladores de los polipéptidos IL-1 Hy?2.

Los polinucleétidos de la invencién pueden utilizarse también para inducir respuestas inmunes. Por ejemplo, como
se describe en Fan et al., Nat. Biotech. 17: 870-872 (1999), que se incorpora en esta memoria por referencia, pueden
utilizarse secuencias de 4cido nucleico que codifican un polipéptido para generar anticuerpos contra el polipéptido
codificado después de la administracién topica de DNA plasmidico desnudo o después de inyeccidn, y preferiblemen-
te inyeccion intramuscular del DNA. Las secuencias de dcido nucleico se insertan preferiblemente en un vector de
expresion recombinante y pueden encontrarse en la forma de DNA desnudo.
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3. Hospedadores

La presente invencion proporciona adicionalmente células hospedadoras modificadas por ingenieria genética que
contienen los polinucledtidos de la invencién. Por ejemplo, tales células hospedadoras pueden contener los dcidos
nucleicos de la invencién introducidos en la célula hospedadora utilizando métodos conocidos de transformacion,
transfeccion o infeccién. La presente invencion proporciona adicionalmente células hospedadoras modificadas por
ingenieria genética para expresar los polinucleétidos de la invencidn, en donde tales polinucleétidos estdn en aso-
ciacién operativa con una secuencia reguladora heteréloga para la célula hospedadora que dirige la expresion de los
polinucledtidos en la célula.

La célula hospedadora puede ser una célula hospedadora eucariota superior, tal como una célula de mamifero, una
célula hospedadora eucariota inferior, tal como una célula de levadura, o la célula hospedadora puede ser una célu-
la procariota, tal como una célula bacteriana. La introduccién del constructo recombinante en la célula hospedadora
puede efectuarse por transfeccion con fosfato de calcio, transfeccién mediada por DEAE-dextrano, o electroporacién
(Davis, L. et al., Basic Methods in Molecular Biology (1986)). Las células hospedadoras que contienen uno de los
polinucleétidos de la invencién, pueden utilizarse de modos convencionales para producir el producto génico codifi-
cado por el fragmento aislado (en el caso de un ORF) o pueden utilizarse para producir una proteina heter6loga bajo
el control del EMF.

Puede utilizarse cualquier sistema hospedador/vector para expresar uno o mds de los ORFs de la presente in-

vencién. Estos incluyen, pero sin caracter limitante, hospedadores eucariotas tales como células HeLa, células Cv-1,
células COS, y células Sf9, asi como hospedadores procariotas tales como E. coli y B. subtilis. Las células mas prefe-
ridas son aquéllas que no expresan normalmente el polipéptido o proteina particular o que expresan el polipéptido o
proteina a nivel natural bajo. Las proteinas maduras pueden expresarse en células de mamifero, levadura, bacterias, u
otras células bajo el control de promotores apropiados. Pueden emplearse también sistemas de traduccién exentos de
células para producir tales proteinas utilizando RNAs derivados de los constructos de DNA de la presente invencion.
Vectores apropiados de clonacién y expresion para uso con hospedadores procariotas y eucariotas han sido descri-
tos por Sambrook, et al., en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2* edicién, Cold Spring Harbor, Nueva York
(1989), cuya descripcidn se incorpora en la presente solicitud por referencia.

Pueden emplearse también diversos sistemas de cultivo de células de mamifero para expresar proteina recombi-
nante. Ejemplos de sistemas de expresion de mamifero incluyen las lineas COS-7 de fibroblastos de rifién de mono,
descritas por Gluzman, Cell, 23: 175 (1981), y otras lineas de células capaces de expresar un vector compatible, por
ejemplo, las lineas de células C127, 3T3, CHO, HeLa y BHK. Vectores de expresién de mamifero comprenderan un
origen de replicacién, un promotor adecuado y también cualesquiera sitios de fijaciéon de ribosoma necesarios, sitio
de poliadenilacidn, sitios donantes y aceptores de remodelacion, secuencias de terminacion de la transcripcién, y se-
cuencias no transcritas 5’ flanqueantes. Secuencias de DNA derivadas del genoma viral SV40, por ejemplo, sitios de
origen de SV40, promotor temprano, intensificadores, de remodelacién y de poliadenilaciéon pueden utilizarse para
proporcionar los elementos genéticos no transcritos requeridos. Polipéptidos y proteinas recombinantes producidos en
cultivo bacteriano se aislan usualmente por extraccioén inicial a partir de pelets de células, seguida por uno o més pasos
de precipitacion con sal, intercambio acuoso de iones o cromatografia de exclusién por tamafios. Pueden utilizarse, en
caso necesario, pasos de replegamiento de proteinas, en el acabado de la configuracion de la proteina madura. Final-
mente, pueden emplearse cromatograffa liquida de alta resolucién (HPLC) para los pasos de purificacién finales. Las
células microbianas empleadas en la expresion de proteinas pueden romperse por cualquier método conveniente, con
inclusion de sometimiento a ciclos de congelacion-descongelacidn, tratamiento por ultrasonidos, ruptura mecénica, o
uso de agentes de lisis de células.

Algunos tipos de células pueden actuar como células hospedadoras adecuadas para expresion de la proteina. Cé-
Iulas hospedadoras de mamifero incluyen, por ejemplo, células COS de mono, células de ovario de hamster chino
(CHO), células 293 de rifién humano, células A431 de epidermis humana, células Colo205 humanas, células 3T3,
células CV-1, otras lineas de células de primate transformadas, células diploides normales, cepas de células derivadas
de cultivo in vitro de tejido primario, explantes primarios, células HeLa, células L de ratén, células BHK, HL-60,
U937, HaK o Jurkat.

Alternativamente, puede ser posible producir la proteina en eucariotas inferiores tales como levadura o en proca-
riotas tales como bacterias. Cepas de levadura potencialmente adecuadas incluyen Saccharomyces cerevisiae, Schizo-
saccharomyces pombe, cepas de Kluyveromyces, Candida, o cualquier cepa de levadura capaz de expresar proteinas
heter6logas. Cepas bacterianas potencialmente adecuadas incluyen Escherichia coli, Bacillus subtilis, Salmonella typ-
himurium, o cualquier cepa bacteriana capaz de expresar proteinas heter6logas. Si la proteina se produce en levadura
o bacterias, puede ser necesario modificar la proteina producida en ellas, por ejemplo, por fosforilacion o glicosilacién
de los sitios apropiados, con objeto de obtener la proteina funcional. Tales fijaciones covalentes pueden realizarse
utilizando métodos quimicos o enzimdticos conocidos.

En otra realizacién de la presente invencion, las células y los tejidos pueden modificarse por ingenieria genética
para expresar un gen endégeno que comprende los polinucleétidos de la invencién bajo el control de elementos regu-
ladores inducibles, en cuyo caso las secuencias reguladoras del gen endégeno pueden reemplazarse por recombinacién
homoéloga. Como se describe en esta memoria, puede utilizarse direccionamiento de genes para reemplazar una re-
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gién reguladora existente de un gen con una secuencia reguladora aislada de un gen diferente o una nueva secuencia
reguladora sintetizada por métodos de ingenieria genética. Tales secuencias reguladoras pueden estar constituidas por
promotores, intensificadores, regiones de fijacién de entramado, elementos reguladores negativos, sitios de iniciacién
de la transcripcion, sitios de fijacion de proteinas reguladoras o combinaciones de dichas secuencias. Alternativamente,
secuencias que afectan a la estructura o estabilidad del RNA o la proteina producida pueden reemplazarse, eliminarse,
afiadirse, o modificarse de otro modo por direccionamiento, con inclusién de sefiales de poliadenilacién, elementos de
estabilidad del mRINA, sitios de remodelacion, secuencias conductoras para mejora o modificacién de las propiedades
de transporte o de secrecién de la proteina, u otras secuencias que alteran o mejoran la funcién o estabilidad de las
moléculas de proteina o RNA.

El suceso de direccionamiento puede ser una simple insercion de la secuencia reguladora, que pone el gen bajo el
control de la nueva secuencia reguladora, v.g., insercién de un nuevo promotor o intensificador o ambos aguas arriba
de un gen. Alternativamente, el suceso de direccionamiento puede ser una simple delecién de un elemento regula-
dor, tal como la delecién de un elemento regulador negativo especifico de un tejido. Alternativamente, el suceso de
direccionamiento puede reemplazar un elemento existente; por ejemplo, un intensificador especifico de tejido puede
ser reemplazado por un intensificador que tiene una especificidad mas amplia o diferente del tipo de célula que los
elementos existentes naturalmente. En este caso, las secuencias existentes naturalmente se delecionan y se afiaden se-
cuencias nuevas. En todos los casos, la identificacion del suceso de direccionamiento puede ser facilitada por el uso de
uno o més genes marcadores seleccionables que son contiguos al DNA de direccionamiento, permitiendo la seleccién
de células en las cuales el DNA exdgeno se ha integrado en el genoma de la célula hospedadora. La identificacién del
suceso de direccionamiento puede verse facilitada también por el uso de uno o mas genes marcadores que exhiben
la propiedad de seleccion negativa, de tal modo que el marcador seleccionable negativamente estd enlazado al DNA
exodgeno, pero configurado de tal modo que el marcador seleccionable negativamente flanquea la secuencia de direc-
cionamiento, y de tal manera que un suceso correcto de recombinacién homéloga con secuencias en el genoma de la
célula hospedadora no da como resultado la integracion estable del marcador seleccionable negativamente. Marcado-
res ltiles para este propdsito incluyen el gen timidina-quinasa (TK) del Virus del Herpes simplex o el gen de xantina-
guanina-fosforribosil-transferasa (gpt) bacteriana.

Las técnicas de direccionamiento de genes o activacién de genes que pueden utilizarse de acuerdo con este aspecto
de la invencién se describen mds particularmente en la Patente U.S. No. 5.272.071 concedida a Chappel; la Patente
U.S. No. 5.578.461, concedida Sherwin et al.; la Solicitud Internacional No. PCT/US 92/09627 (WO 93/09222), por
Selden et al.; y la Solicitud Internacional No. PCT/US 90/06436 (WO 91/06667) por Skoultchi et al., cada una de las
cuales se incorpora por referencia en esta memoria en su totalidad.

4. Polipéptidos de la invencion

SEQ ID NO: 1 codifica la secuencia del polipéptido IL-1 Hy2 de SEQ ID NOS: 2, 4 y 13. Una alineacién de
los aminoacidos de SEQ ID NO: 2 con IL-1Ra humana secretada, IL-1Ra humana intracelular e IL-1 Hyl humana,
asf como de IL-1Ra de rata y de cerdo, se muestra en Fig. 1. SEQ ID NO: 2 presenta la homologia significativa de
aminodcidos con IL-1Ra humana e IL-1 Hyl (41,4% y 45% de identidad de secuencia, respectivamente, utilizando
el método de Jotan Hein), y representa por tanto una nueva molécula dentro de la familia IL-1Ra. Las semejanzas de
secuencia entre las tres proteinas y la localizacién del gen de IL-1 Hy?2 en el cromosoma 2, en donde estdn localizadas
otras proteinas del sistema IL-1, indican que IL-1 Hy?2 estd implicada en el sistema IL-1 y puede jugar algunos papeles
bioldgicos comunes como IL-1Ra e IL-1 Hyl, v.g., la actuacién como antagonista de IL-1. Miembros adicionales de
la familia IL-1 Hy2 pueden identificarse utilizando SEQ ID NOS: 1, 12 6 14 como sonda molecular.

La Interleuquina-1 tiene actividades bioldgicas pleiotrépicas, muchas de las cuales afectan desfavorablemente al
organismo, y podria esperarse que la molécula tenga que regularse fuertemente si ello no es lesivo. De hecho, existen
varios informes de inhibidores de Interleuquina-1 que regulan la accién de Interleuquina-1. La actividad inhibidora
de Interleuquina-1 ha sido consignada en medio acondicionado de monocitos, en donde los monocitos se cultivan en
complejos inmunes adherentes. Arena, W.P. et al., 1985, Journal of Immun., 134: 3868. Adicionalmente, se ha con-
siderado como inhibidor la presencia de orina. Seckinger, P., et al., 1987, Journal of Immun., 139: 1546. Finalmente,
ha sido consignado un inhibidor de proteinas, purificado y clonado, que tiene actividad antagonista del receptor de
Interleuquina-1. Hannum, et al., 1990, Nature, 346: 336, y Eisenberg, S., et al., 1990, Nature, 343: 341.

Se cree que el inhibidor de Interleuquina-1 presente en la orina, y que ha sido purificado parcialmente y caracte-
rizado por Seckinger, P. et al., y Seckinger, P., et al., 1987, Journal of Immun., 139: 1541 es similar, si no idéntico al
antagonista del receptor de Interleuquina-1 clonado consignado por Eisenberg, S., et al., (1990), Nature, 343: 341; y
Carter, D. et al., (1990), Nature, 344: 633.

El antagonista del receptor de Interleuquina-1 es un péptido existente naturalmente secretado por macréfagos
en respuesta a muchos de los mismos estimulos que causan la secrecién de Interleuquina-1 propiamente dicha. El
antagonista del receptor de Interleuquina-1 es un antagonista existente naturalmente para las citoquinas y reconoce
receptores en diversos tipos de células, y bloquea las respuestas mediadas por Interleuquina-1 por ocupacién del
receptor. (Wakabayashi et al., FASEB J 1991; 5:338; Okusawa et al. J Clin Invest 1988; 81:1162; Ohlsson et al.,
Nature 1990; 348:550; Aiura, et al. Cytokine 1991; 4:498; Fischer et al. Am J Physiol 1991; 261:R442). En humanos,
el antagonista del receptor de Interleuquina-1 es un grupo de moléculas existente naturalmente; se han caracterizado
tres formas (dos glicosiladas y una no glicosilada).
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Fischer et al. (Am. J. Physiol. 1991; 261: R442) demostraron que la administracién de un antagonista existente na-
turalmente para Interleuquina-1 mitigar4 significativamente la cascada de citoquinas y mejorard la supervivencia en los
mandriles a los que se ha administrado una dosis letal de bacterias vivas. El antagonista del receptor de Interleuquina-1
atenda significativamente la disminucion en la presion arterial media y el gasto cardiaco y mejora la supervivencia en
el caso de la pancreatitis aguda severa. (U.S. Pat. No. 5.508.262). La respuesta sistémica a Interleuquina-1 observada
como resultado de la sepsis bacteriana se redujo también significativamente, en correlacion con una disminucién en la
respuesta sistémica a la sepsis bacteriana.

Estudios realizados por Ajura et al. 9 Cytokine 1991; 4: 498) han demostrado que el antagonista del receptor de
Interleuquina-1 actda como protector en un modelo de choque séptico hipotensivo gram-positivo en el conejo. Se ha
demostrado que la administracién de antagonistas del receptor de Interleuquina-1 en este modelo animal mantiene
la presién arterial media comparada con un control, disminuyendo ademads el agua en el pulmén y manteniendo la
produccién de orina. Este trabajo demostré la funcién de Interleuquina-1 y la funcién protectora del antagonista del
receptor de Interleuquina-1 en el choque séptico gram-positivo. La Interleuquina-1 es el mediador principal en la
respuesta clinica de un paciente a diferentes estados de estrés muiiltiples con indiferencia de la etiologfa (con inclusién
de pancreatitis aguda, sepsis, choque endotdxico, y choque inducido por citoquinas).

Los polipéptidos aislados de la invencién incluyen un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos
de SEQ ID NOS: 2 6 13 o una porcién de la misma correspondiente a la proteina de longitud total o madura. Los
polipéptidos de la invencién incluyen también polipéptidos con actividad de IL-1 Hy2 que son codificados por (a)
el polinucledtido de SEQ ID NOS: 1, 12 6 14, o (b) polinucleétidos que codifican SEQ ID NOS: 2 6 13, (b) un
polinucleétido que se hibrida al complemento del polinucleétido de SEQ ID NO: 1 en condiciones de hibridacién
severas. Se contemplan también variantes biolégicamente activas o inmunolégicamente activas de la secuencia de la
proteina de IL-1 Ra de SEQ ID NOS: 2 6 13 y “equivalentes sustanciales” de la misma (v.g., con 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, tipicamente 95%, mds tipicamente 98% o muy tipicamente 99% de identidad de aminoacidos) que retienen
actividad de IL-1 Hy?2, preferiblemente actividad antagonista de IL-1,. Polipéptidos codificados por variantes alélicas,
tales como los descritos en el Ejemplo 2 siguiente, pueden tener una actividad similar o incrementada o reducida en
comparacién con los polipéptidos de SEQ ID NOS: 2, 4 6 13.

Las composiciones de proteinas de la presente invencién pueden comprender adicionalmente un vehiculo acepta-
ble, tal como un vehiculo hidréfilo, v.g., farmacéuticamente aceptable.

La invencidn se refiere también a métodos para producir un polipéptido que comprenden dejar crecer un cultivo de
las células de la invencién en un medio de cultivo adecuado, y purificar la proteina a partir del cultivo. Por ejemplo,
los métodos de la invencién incluyen un proceso para producir un polipéptido en el cual una célula hospedadora que
contiene un vector de expresién adecuado que incluye un polinucleétido de la invencién se cultiva en condiciones
que permiten la expresion del polipéptido codificado. El polipéptido puede recuperarse del cultivo, convenientemente
a partir del medio de cultivo, y purificarse ulteriormente. Realizaciones preferidas incluyen aquéllas en las cuales la
proteina producida por tal proceso es una forma de longitud total o madura de la proteina.

La presente invencién proporciona adicionalmente polipéptidos aislados codificados por los fragmentos de 4cido
nucleico de la presente invencién o por variantes degeneradas de los fragmentos de dcido nucleico de la presente
invencion. Por “variante degenerada” se entienden fragmentos de nucleétidos que difieren de un fragmento de 4ci-
do nucleico de la presente invencién (v.g., un ORF) por secuencia de nucleétidos pero, debido a la degeneracién
del cédigo genético, codifican una secuencia de polipéptidos idéntica. Fragmentos de dcido nucleico preferidos de la
presente invencién son los ORFs que codifican proteinas. Una diversidad de metodologias conocidas en la técnica
pueden utilizarse para obtener uno cualquiera de los polipéptidos o proteinas aislados de la presente invencién. Al
nivel mas simple, la secuencia de aminodcidos puede sintetizarse utilizando sintetizadores de péptidos disponibles
comercialmente. Esto es particularmente util en la produccién de pequeiios péptidos y fragmentos de polipéptidos
mayores. Los fragmentos son ttiles, por ejemplo, en la generacién de anticuerpos contra el polipéptido nativo. En un
método alternativo, el polipéptido o la proteina se purifica a partir de células bacterianas que producen naturalmente
el polipéptido o la proteina. Un experto en la técnica puede seguir ficilmente métodos conocidos para aislamiento de
polipéptidos y proteinas a fin de obtener uno de los polipéptidos o proteinas aislados de la presente invencion. Estos
incluyen, pero sin cardcter limitante, inmunocromatografia, HPLC, cromatografia de exclusion de tamafios, cromato-
grafia de intercambio iénico, y cromatografia de inmuno-afinidad. Véase, v.g., Scopes Protein Purification: Principles
and Practice. Springer-Verlag (1994); Sambrook, et al., in Molecular Cloning: A Laboratory Manual; Ausubel et al.,
Current Protocols in Molecular Biology.

Los polipéptidos y proteinas de la presente invencién pueden purificarse alternativamente a partir de células que se
han alterado para expresar el polipéptido o proteina deseado. Como se utiliza en esta memoria, se dice que una célula
estd alterada para expresar un polipéptido o proteina deseado cuando se hace que la célula, por manipulacién genética,
produzca un polipéptido o proteina que no produce normalmente, o que produce normalmente a un nivel inferior. Un
experto en la técnica puede adaptar facilmente procedimientos para introducir y expresar secuencias recombinantes o
sintéticas en células eucariotas o procariotas a fin de generar una célula que produce uno de los polipéptidos o proteinas
de la presente invencion. Los polipéptidos purificados pueden utilizarse en ensayos de fijacién in vitro que son bien
conocidos en la técnica para identificar moléculas que se fijan a los polipéptidos. Estas moléculas incluyen, pero sin
cardcter limitante, v.g., moléculas pequefias, moléculas procedentes de genotecas combinatorias, anticuerpos u otras
proteinas. Las moléculas identificadas en el ensayo de fijacién se prueban luego en cuanto a actividad antagonista o

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 300 266 T3

agonista en un cultivo de tejido in vivo o en modelos animales que son bien conocidos en la técnica. Resumidamente,
las moléculas se titulan en una pluralidad de cultivos de células o animales y se prueban luego respecto a la muerte de
la célula o el animal o la supervivencia prolongada de los animales o células.

Adicionalmente, las moléculas de fijacion pueden complejarse con toxinas, v.g., ricina o célera, o con otros com-
puestos que son téxicos para las células. El complejo toxina-molécula de fijacién se direcciona luego a un tumor u otra
célula por la especificidad de la molécula de fijacién para SEQ ID NOS: 2 6 13.

La proteina de la invencién puede expresarse también como producto de animales transgénicos, v.g., cOmo com-
ponente de la leche de vacas, cabras, cerdos, u ovejas transgénicos(as) que se caracterizan por células somaticas o
germinales que contienen una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina.

La proteina puede producirse también por sintesis quimica convencional conocida. Métodos para construir las pro-
tefnas de la presente invencién por medios sintéticos son conocidos por los expertos en la técnica. Las secuencias de
proteinas construidas sintéticamente, en virtud de compartir caracteristicas estructurales y/o de conformacién prima-
rias, secundarias o terciarias con proteinas pueden poseer propiedades bioldgicas en comiin con ellas, con inclusién
de actividad protefnica. Asi, las mismas pueden emplearse como sustitutos bioldgicamente activos o inmunoldgicos
para proteinas naturales purificadas en la seleccién de compuestos terapéuticos y en procesos inmunolégicos para el
desarrollo de anticuerpos.

Las proteinas proporcionadas en esta invencion incluyen también proteinas caracterizadas por secuencias de ami-
noécidos similares a las de proteinas purificadas, pero en las cuales se proporcionan naturalmente modificaciones o
se incluyen deliberadamente por ingenieria genética. Por ejemplo, pueden realizarse modificaciones en las secuencias
de péptidos o DNA por los expertos en la técnica utilizando métodos conocidos. Modificaciones de interés en las
secuencias de proteinas pueden incluir alteracion, sustitucién, reemplazamiento, insercion o delecién de un residuo de
aminodcido seleccionado en la secuencia codificante. Por ejemplo, uno o mas de los residuos cisteina pueden delecio-
narse o reemplazarse con otro aminodcido para alterar la conformacién de la molécula. Métodos para dicha alteracion,
sustitucion, reemplazamiento, insercién o delecion son bien conocidos por los expertos en la técnica (véase, v.g., U.S.
Pat. No. 4.518.584). Preferiblemente, dicha alteracién, sustitucién, reemplazamiento, insercién o delecién retiene la
actividad deseada de la proteina.

Otros fragmentos y derivados de las secuencias de proteinas que podria esperarse retengan la actividad proteinica
totalmente o en parte y puedan ser ttiles por tanto para seleccioén u otras metodologias inmunolégicas pueden produ-
cirse también facilmente por los expertos en la técnica dadas las descripciones de esta memoria. Dichas modificaciones
se consideran abarcadas por la presente invencion.

La proteina puede producirse también enlazando operativamente el polinucleétido aislado de la invencién a se-
cuencias de control adecuadas en uno o més vectores de expresion de insecto, y empleando un sistema de expresion de
insecto. Materiales y métodos para sistemas de expresion baculovirus/células de insecto estdn disponibles comercial-
mente en forma de kit de, v.g., Invitrogen, San Diego, Calif., EE.UU. (el kit MaxBat.RTM), y tales métodos son bien
conocidos en la técnica, como se describe en Summers y Smith, Texas Agricultural Experiment Station Bulletin No.
1555 (1987), que se incorpora en esta memoria por referencia. Como se utiliza en esta memoria, una célula de insecto
capaz de expresar un polinucleétido de la presente invencidn estd “transformada’.

La proteina de la invencion puede prepararse por cultivo de células hospedadoras transformadas en condiciones de
cultivo adecuadas para expresar la proteina recombinante. La proteina expresada resultante puede purificarse luego a
partir de dicho cultivo (es decir, a partir del medio de cultivo o de extractos celulares) utilizando procesos de purifi-
cacioén conocidos, tales como filtracién con gel y cromatografia de intercambio i6nico. La purificacién de la proteina
puede incluir también una columna de afinidad que contenga agentes que se fijen a la proteina; uno o mds pasos de
columna sobre resinas de afinidad tales como concanavalina A-agarosa, heparin-toyopearl. RTM o Cibacrom azul 3GA
Sepharose.RTM.; uno o mas pasos que implican cromatografia de interaccién hidréfoba utilizando resinas tales como
fenil-éter, butil-éter, o propil-éter; o cromatografia de inmunoafinidad.

Alternativamente, la proteina de la invencién puede expresarse también en una forma que facilite la purificacion.
Por ejemplo, la misma puede expresarse como una proteina de fusidn, tal como las de la proteina de fijaciéon de maltosa
(MBP), glutatién-S-transferasa (GST), o tiorredoxina (TRX). Kits para expresion y purificacion de tales proteinas de
fusién estdn disponibles comercialmente de New England BioLab (Beverly, Mass.), Pharmacia (Piscataway, N.J.)
e Invitrogen, respectivamente. La proteina puede marcarse también con un epitope y purificarse ulteriormente por
utilizacién de un anticuerpo especifico dirigido a dicho epitope. Un epitope de este tipo (“Flag”) estd disponible
comercialmente de Kodak (New Haven, Conn.).

Finalmente, uno o mds pasos de cromatografia liquida de alta resolucién en fase inversa (RP-HPLC) que emplean
medios RP-HPLC hidréfobos, v.g., gel de silice que tiene grupos metilo u otros grupos alifdticos colgantes, pueden
emplearse para purificar ulteriormente la proteina. Algunos o la totalidad de los pasos de purificacién que anteceden,
en diversas combinaciones, pueden emplearse también para proporcionar una proteina recombinante aislada sustan-
cialmente homogénea. La proteina asi purificada estd sustancialmente exenta de otras proteinas de mamifero y se
define de acuerdo con la presente invencidén como una “proteina aislada”.
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Los polipéptidos de la invencién incluyen andlogos o variantes de Interleuquina-1 Hy?2. Esto abarca fragmentos de
IL-1 Hy2 de la invencidn, asi como andlogos (variantes) de IL-1 Hy2 en los cuales uno o mas aminodcidos han sido
delecionados, insertados, o sustituidos. Los andlogos de la invencién abarcan también fusiones o modificaciones de
IL-1 Hy2 en los cuales la IL-1 Hy2 o andloga estd fusionada a otro resto o restos, v.g. resto de direccionamiento u
otro agente terapéutico. Dichos andlogos pueden exhibir propiedades mejoradas tales como actividad y/o estabilidad.
Ejemplos de restos que pueden fusionarse a IL-1 Hy2 o un andlogo incluyen, por ejemplo, restos de direccionamien-
to que proporcionan el suministro del polipéptido a células pancredticas, v.g., anticuerpos para células pancredticas,
anticuerpos para células inmunes tales como células T, monocitos, células dendriticas, granulocitos, etc., as{ como re-
ceptores y ligandos expresados en células pancredticas o inmunes. Otros restos que pueden fusionarse a IL-1 Hy2 o un
analogo incluyen agentes terapéuticos que se utilizan para tratamiento, por ejemplo, firmacos inmunosupresores tales
como ciclosporina, SK506, azatioprina, anticuerpos CD3 y esteroides, o inmunoestimulantes, inmuno-moduladores,
y otras citoquinas tales como interferdn alfa o beta.

5. Deposito de clones

El clon siguiente, pIL-1 Hy2 fue depositado en la American Type Culture Collection (ATCC) 10801 University
Avenue, Manassas, Virginia, el 21 de mayo de 1999 de acuerdo con los términos del tratado de Budapest. El clon
representa un clon de plasmido como se describe en los Ejemplos expuestos a continuacién. Microorganismo/Clon
pIL-1 Hy2 No. de Acceso en ATCC PTA-96

Microorganismo/Clon No. de Acceso en ATCC
pIL-1 Hy2 PTA-96

6. Usos y actividad biologica

Se espera que los polinucleétidos y proteinas de la presente invencién exhiban uno o mas de los usos o actividades
biolégicas (con inclusion de los asociados con los ensayos citados en esta memoria) identificados a continuacion. Los
usos o actividades descritos para las proteinas de la presente invencion pueden proporcionarse por administracién o
uso de tales proteinas o por administraciéon o uso de polinucleétidos que codifican dichas proteinas (tales como, por
ejemplo, en terapias génicas o vectores adecuados para introduccién de DNA).

6.1. Usos y utilidades en investigacion

Los polinucleétidos proporcionados por la presente invencién pueden ser utilizados por la comunidad investigadora
para varios fines. Los polinucledtidos pueden utilizarse para expresar proteinas recombinantes para andlisis, caracte-
rizacién o uso terapéutico; como marcadores para tejidos en los cuales la proteina correspondiente se expresa prefe-
rentemente (sea constitutivamente o en una etapa particular de la diferenciacion o el desarrollo de tejidos o en estados
de enfermedad); como marcadores de peso molecular en geles Southern; como marcadores o etiquetas cromosomicos
(cuando estdn marcados) para identificar cromosomas o para mapear posiciones de genes afines; para comparar con
secuencias de DNA enddgenas en pacientes a fin de identificar trastornos genéticos potenciales; como sondas para
hibridacién y descubrimiento consiguiente de nuevas secuencias de DNA afines; como fuente de informacién para
derivar iniciadores de PCR para la identificacion de la huella dactilar genética; como sonda para “sustraccién” de
secuencias conocidas en el proceso de descubrimiento de otros polinucle6tidos nuevos; para seleccion y marcacion de
oligémeros con fines de fijacién a un “chip génico” u otro soporte, con inclusién del examen de patrones de expresion;
para generar anticuerpos anti-proteina utilizando técnicas de inmunizacién de DNA; y como antigeno para generar
anticuerpos anti-DNA o para provocar otra respuesta inmunitaria. En los casos en que el polinucleétido codifica una
proteina que se fija o puede fijarse potencialmente a otra proteina (tal como, por ejemplo, en una interaccion receptor-
ligando), el polinucleétido puede utilizarse también en ensayos de trampa de interaccién (tales como, por ejemplo, el
descrito en Gyuris et al., Cell 75: 791-803 (1993)) a fin de identificar polinucledtidos que codifican la otra proteina
con la cual ocurre la fijacién o para identificar inhibidores de la interaccion de fijacion.

Las proteinas proporcionadas por la presente invencidn pueden utilizarse andlogamente en ensayos para determi-
nar la actividad bioldgica, con inclusién de un panel de proteinas multiples para seleccién de alta capacidad; a fin de
generar anticuerpos o para provocar otra respuesta inmunoldgica; como reactivo (que incluye el reactivo marcado) en
ensayos diseflados para determinar cuantitativamente los niveles de la proteina (o su receptor) en fluidos bioldgicos;
como marcadores para tejidos en los cuales la proteina correspondiente se expresa preferentemente (sea constitutiva-
mente o en una etapa particular de diferenciacion o desarrollo del tejido o en un estado de enfermedad); y, por supuesto,
para aislar receptores o ligandos correlativos. En los casos en que la proteina se fija o puede fijarse potencialmente
a otra proteina (tal como, por ejemplo, en una interaccion receptor-ligando), la proteina puede utilizarse para identi-
ficar la otra proteina con la cual ocurre fijacion o para identificar inhibidores de la interaccién de fijacion. Proteinas
implicadas en estas interacciones de fijacién pueden utilizarse también para seleccionar inhibidores peptidicos o de
moléculas pequefias o agonistas de la interaccién de fijacion.

Cualquiera o la totalidad de estas utilidades de investigacién son susceptibles de desarrollarse en formato de grado
reactivo o formato de kit para comercializacién como productos de investigacion.
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Meétodos para realizacion de los usos arriba enumerados son bien conocidos por los expertos en la técnica. Refe-
rencias que describen tales métodos incluyen, sin limitacién, “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, segunda
edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Sambrook, J.,E.F. Fritsch and T. Maniatis compiladores, 1989, y “Met-
hods in Enzymology: Guide to Molecular Cloning Techniques”, Academic Press, Berger. S.L. and A.R. Kimmel
compiladores, 1987.

6.2. Usos nutricionales

Los polinucleétidos y proteinas de la presente invencioén pueden utilizarse también como fuentes o suplementos
nutricionales. Tales usos incluyen sin limitacién uso como un suplemento de proteinas o aminoacidos, uso como
fuente de carbono, uso como fuente de nitrégeno y uso como fuente de carbohidrato. En tales casos, la proteina o el
polinucleétido de la invencién pueden afiadirse a la alimentacién de un organismo particular o puede administrarse
como una preparacién sélida o liquida separada, por ejemplo en forma de polvo, pildoras, soluciones, suspensiones o
cépsulas. En el caso de microorganismos, la proteina o el polinucledtido de la invencién pueden afiadirse al medio en
el cual o sobre el cual se cultiva el microorganismo.

6.3. Actividad de citoquina y proliferacion/diferenciacion celular

Una proteina de la presente invencién puede exhibir actividad de citoquina, de proliferacién celular (sea induccién
o inhibicién) o de diferenciacion celular (sea de induccién o inhibicién), o puede inducir la produccién de otras
citoquinas en ciertas poblaciones de células. Un polinucleétido de la invencién puede codificar un polipéptido que
exhiba tales atributos. Muchos factores proteinicos descubiertos hasta la fecha, con inclusiéon de todas las citoquinas
conocidas, han exhibido actividad en uno o mas ensayos de proliferacién de células dependientes de factores, y por
tanto los ensayos sirven como confirmacién conveniente de la actividad de citoquina. La actividad de una proteina de
la presente invencion se evidencia por uno cualquiera de cierto nimero de ensayos rutinarios de proliferacion celular
dependientes de factores para lineas de células que incluyen, sin limitacién, 32D, DA2, DA1G, T10, B9, B9/11, BaF3,
MC9/G, M+(preB M+), 2E8, RBS5, DA1, 123, T1165, HT2, CTLL2, TF-1, Mo7e y CMK. La actividad de una proteina
de la invencion puede, entre otros medios, medirse por los métodos siguientes:

Ensayos para proliferacion de células T o timocitos incluyen, sin limitacion, los descritos en: Current Protocols in
Immunology, recopilado por J. E. Coligan, A. M. Kruisbeck, D. H. Margulies, E. M. Shevach, W. Strober, Pub. Greene
Publishing Associates and Wiley-Interscience (Capitulo 3, In vitro assays for Mouse Lymphocyte Function 3.1-3.19;
Capitulo 7, Immunologic studies in Humans); Takai et al., J. Immunol. 137: 3494-3500, 1986; Bertagnolli e? al., J.
Immunol. 145:1706-1712, 1990; Bertagnolli et al., Cellular Immunology 133: 327-3431, 1991; Bertagnolli et al., J.
Immunol. 149: 3778-3783, 1992; Bowman et al., J. Immunol. 152:1756-1761, 1994.

Ensayos para la produccion y/o proliferacion de citoquinas de células de bazo, células de ganglios linfiticos o
timocitos incluyen, sin limitacion, los descritos en: Polyclonal T cell stimulation, Kruisbeek, A. M. and Shevach,
E. M. En Current Protocols in Immunology. J. E. e.a. Coligan compiladores Vol 1 pp. 3.12.1-3.12.14, John Wiley
and Sons. Toronto, 1994; and Measurement of mouse and human interleukin.gamma., Schreiber. R. D. En Current
Protocols in Immunology, J. E. e.a. Coligan compiladores Vol 1 pp. 6.8.1-6.8.8. John Wiley and Sons, Toronto, 1994.

Ensayos para la proliferacion y diferenciacion de células hematopoyéticas y linfopoyéticas incluyen, sin limitacidn,
los descritos en: Measurement of Human and Murine Interleukin 2 and Interleukin 4, Bottomly, K., Davis, L. S. and
Lipsky, P. E. En Current Protocols in Immunology, J. E. e.a. Coligan compiladores Vol 1 pp. 6.3.1-6.3.12, John Wiley
and Sons, Toronto, 1991; deVries et al., J. Exp. Med. 173:1205-1211, 1991; Moreau et al., Nature 336:690-692, 1988;
Greenberger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80:2931-2938, 1983; Measurement of mouse and human interleukin
6-Nordan, R. En Current Protocols in Immunology, J. E. e.a. Coligan compiladores Vol 1 pp. 6.6.1-6.6.5, John Wiley
and Sons, Toronto, 1991; Smith er al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 83:1857-1861, 1986; Measurement of human
Interleukin II-Bennet, F., Giannotti, J., Clark, S. C. and Turner, K. J. En Current Protocols in Immunology, J. E.
e.a. Coligan compiladores Vol 1 pp. 6.15.1 John Wiley and Sons, Toronto, 1991; Measurement of mouse and human
Interleukin 9—Ciarletta, A., Giannotti, J., Clark, S. C. and Turner, K. J. En Current Protocols in Immunology, J. E. e.a.
Coligan compiladores Vol 1 pp. 6.13.1, John Wiley and Sons, Toronto, 1991.

Ensayos para respuestas de clones de células T a antigenos (que identificardn entre otras, las proteinas que afectan
a las interacciones APC-células T asi como efectos directos de las células T por medida de la proliferacién y produc-
cion de citoquinas) incluyen, sin limitacién, los descritos en: Current Protocols in Immunology, recopilado por J. E.
Coligan, A. M. Kruisbeek, D. H. Margulies, E. M. Shevach, W. Strober. Pub. Greene Publishing Associates and Wi-
ley-Interscience (Capitulo 3, In vitro assays for Mouse Lymphocyte Function; Capitulo 6, Cytokines and their cellular
receptors; Capitulo 7, Immunologic studies in Humans); Weinberger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:6091-6095,
1980; Weinberger et al., Eur. J. Immun. 11: 405-411, 1981; Takai et al., J. Immunol. 137: 3494-3500, 1986; Takai et
al., J. Immunol. 140: 508-512, 1988.

6.4. Actividad inmuno-estimulante o inmuno-supresora
Una proteina de la presente invencién puede exhibir también actividad inmunoestimulante o inmunosupresora,
incluyendo, sin limitacion, las actividades para las cuales se describen ensayos en esta memoria. Un polinucleétido de

la invencién puede codificar un polipéptido que exhibe tales actividades. Una proteina puede ser ttil en el tratamiento
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de diversas deficiencias y trastornos inmunitarios (con inclusién de inmunodeficiencia combinada severa (SCID)),
v.g., en la regulacion (creciente o decreciente) del crecimiento y la proliferacién de linfocitos T y/o B, asi como
para efectuar la actividad citolitica de las células NK y otras poblaciones de células. Estas deficiencias inmunitarias
pueden ser genéticas o estar causadas por infecciones virales (v.g., HIV) asi como bacterianas o fingicas, o pueden
ser resultado de trastornos autoinmunes. Mds especificamente, enfermedades infecciosas causadas por infeccién viral,
bacteriana, fingica o de otro tipo pueden tratarse utilizando una proteina de la presente invencidn, con inclusién
de infecciones por HIV, virus de hepatitis, herpesvirus, microbacterias, Leishmania spp., malaria spp. y diversas
infecciones fiingicas tales como candidiasis. Por supuesto, a este respecto, una proteina de la presente invencién puede
ser util también en casos en que puede ser deseable un refuerzo del sistema inmune en general, por ejemplo, en el
tratamiento del cancer. Se ha indicado que IL-1 promueve el crecimiento de células tumorales en cinceres de diversos
drganos que incluyen adenocarcinoma de mama, tumores cerebrales, melanoma, mieloma, tumores de células gigantes
de huesos, leucemia mielégena aguda, carcinoma epidermoide oral, y carcinoma de células escamosas; por tanto, es
de esperar que el tratamiento de tales estados de enfermedad cancerosa que implican niveles elevados de IL-1 con los
polipéptidos IL-1 Hy2 de la presente invencién mejore los signos y sintomas del cancer.

Trastornos autoinmunes que pueden ser tratados utilizando una proteina de la presente invencién incluyen, por
ejemplo, enfermedad del tejido conectivo, esclerosis multiple, lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, infla-
macién pulmonar autoinmune, sindrome de Guillain-Barre, tiroiditis autoinmune, diabetes mellitus dependiente de
insulina, miastenia grave, enfermedad de rechazo inverso y enfermedad oftdlmica inflamatoria autoinmune. Dicha
proteina (o antagonistas de la misma, con inclusién de anticuerpos) de la presente invencion puede ser ttil también
en el tratamiento de reacciones alérgicas (v.g., anafilaxis, enfermedad del suero, reacciones a los farmacos, alergias
alimentarias, alergias por venenos de insectos, mastocitosis, rinitis alérgica, neumonitis de hipersensibilidad, urticaria,
angioedema, eccema, dermatitis atépica, dermatitis alérgica por contacto, eritema multiforme, sindrome de Stevens-
Johnson, conjuntivitis alérgica, queratoconjuntivitis atopica, queratoconjuntivitis venérea, conjuntivitis papilar gigante
y alergias por contacto) y afecciones, tales como asma (particularmente asma alérgica) u otros problemas respiratorios.
Otras afecciones, en las cuales se desea inmunosupresion (que 1ncluyen por ejemplo, trasplante de 6rganos), pueden
ser tratables también utilizando una proteina de la presente invencion. Los efectos terapéuticos de los pohpeptldos
IL-1 Hy2 o antagonistas de los mismos en reacciones alérgicas pueden ser evaluados por modelos animales in vivo
tales como el ensayo de mejora acumulativa por contacto (Lastborn et al., Toxicology 125: 59-66, 1998), el ensayo
de pinchazo en la piel (Hoffmann et al., Allergy 54: 446-54, 1999), ensayo de sensibilizacién de la piel del cobayo
(Vohr et al., Arch. Toxocol. 73: 501-9), y el ensayo de los ganglios linfaticos locales murina (Kimber et al., J. Toxicol.
Environ. Health 53: 563-79).

Por utilizacién de las proteinas de la invencidon puede ser posible también modular las respuestas inmunes, de
diversas maneras. La regulacidon decreciente puede presentarse en la forma de inhibicién o bloqueo de una respuesta
inmunitaria ya en progreso o puede implicar la prevencion de la induccion de una respuesta inmunitaria. Las funciones
de las células T activadas pueden inhibirse por supresion de las respuestas de las células T o por induccién de la
tolerancia especifica en las células T, o ambas. La inmunosupresién de la respuesta de las células T es generalmente
un proceso activo, no especifico de antigeno, que requiere la exposicion continua de las células T al agente supresor.
La tolerancia, que implica la induccién de falta de sensibilidad o anergia en las células T, puede diferenciarse de la
inmunosupresion en que aquélla es generalmente especifica del antigeno y persiste después que ha cesado la exposicién
al agente tolerante. Operativamente, la tolerancia puede demostrarse por la falta de una respuesta de las células T
después de reexposicion al antigeno especifico en ausencia del agente de tolerancia.

La regulacién decreciente o prevencion de una o mds funciones del antigeno (con inclusidn, pero sin cardcter
limitante, de funciones de antigeno de los linfocitos B (tales como, por ejemplo, B7)), v.g., prevencion de la sintesis de
linfoquinas de nivel alto por las células T activadas, serd util en situaciones de trasplante de tejidos, piel y 6rganos y en
la enfermedad de rechazo inverso (GVHD). Por ejemplo, el bloqueo de la funcién de las células T deberia dar como
resultado una destruccion reducida de tejido en el trasplante de tejidos. Tipicamente, en los trasplantes de tejidos,
el rechazo del trasplante se inicia por su reconocimiento como extrafio por las células T, seguido por una reaccién
inmunitaria que destruye el trasplante. La administracién de una molécula que inhibe o bloquea la interaccién de
un antigeno de linfocitos B7 con su o sus ligandos naturales en células inmunes (tales como una forma mondmera
soluble de un péptido que tiene actividad B7-2 solo o en asociacién con una forma mondmera y un péptido que tiene
actividad de otro antigeno de linfocitos B (v.g., B7-1, B7-3) o anticuerpo bloqueante), antes del trasplante puede
conducir a la fijacién de la molécula al o los ligandos naturales de las células inmunes sin transmisién de la sefial
coestimuladora correspondiente. El bloqueo de la funcién del antigeno de los linfocitos B en esta materia evita la
sintesis de citoquinas por las células inmunes, tales como células T y por tanto actia como inmunosupresor. Ademads,
la falta de coestimulacién puede ser suficiente también para anergizar las células T, induciendo con ello tolerancia en
un individuo. La induccién de tolerancia a largo plazo por los reactivos bloqueantes del antigeno de los linfocitos B
puede evitar la necesidad de administracion repetida de estos reactivos bloqueantes. Para alcanzar inmunosupresion
o tolerancia suficientes en un individuo, puede ser también necesario bloquear la funcién de una combinacién de
antigenos de linfocitos B.

La eficacia de reactivos de bloqueo particulares en la prevencion del rechazo de trasplantes de 6rganos o GVHD
puede evaluarse utilizando modelos animales que son predictivos de eficacia en humanos. Ejemplos de sistemas apro-
piados que pueden utilizarse incluyen injertos cardiacos alogénicos en ratas e injertos de células de los islotes pancrea-
ticos xendgenos en ratones, los dos cuales se han utilizado para examinar los efectos inmunosupresores de proteinas
de fusiéon CTLA4Ig in vivo como se describe en Lenschow et al., Science 257: 789-792 (1992) y Turka ef al., Proc.
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Natl. Acad. USA, 89: 11102-11105 (1992). Adicionalmente, pueden utilizarse modelos murinos de GVHD (véase
Paul, compilador, Fundamental Immunology, Raven Press, Nueva York, 1989, pp. 846-847) para determinar el efecto
del bloqueo de la funcidén del antigeno de los linfocitos B in vivo en el desarrollo de dicha enfermedad.

El bloqueo de la funcién del antigeno puede ser también terapéuticamente titil para el tratamiento de enferme-
dades autoinmunes. Muchos trastornos autoinmunes son el resultado de una alteracién inadecuada de células T que
son reactivas contra el tejido propio y que promueven la produccién de citoquinas y auto-anticuerpos implicados en
la patologia de las enfermedades. La prevencion de la activacion de las células T autorreactivas puede reducir o eli-
minar los sintomas de enfermedad. La administracién de reactivos que bloquean la coestimulacién de las células T
por destruccién de las interacciones receptor:ligando de los antigenos de linfocitos B puede utilizarse para inhibir
la activacion de las células T y evitar la produccién de auto-anticuerpos o citoquinas derivadas de las células T que
pueden estar implicadas en el proceso de la enfermedad. Adicionalmente, reactivos de bloqueo pueden inducir la to-
lerancia especifica del antigeno de las células T autorreactivas que podria conducir a un alivio de la enfermedad a
largo plazo. La eficacia de los reactivos de bloqueo en la prevencién o el alivio de trastornos auto-inmunes puede de-
terminarse utilizando varios modelos animales bien caracterizados de enfermedades humanas autoinmunes. Ejemplos
incluyen encefalitis autoinmune murina experimental, lupus eritematoso sistémico en ratones MRL/Ipr/Ipr o ratones
hibridos NZB, artritis de coldgeno autoinmune murina, diabetes mellitus en ratones NOD y ratas BB, y miastenia gra-
ve experimental murina (véase Paul, compilador, Fundamental Immunology, Raven Press, Nueva York, 1989, pp. 840-
856).

La regulacion creciente de una funcién de antigeno (preferiblemente una funcién de antigeno de linfocitos B),
como medio de regulacién creciente de respuestas inmunes, puede ser también Util en terapia. La regulacion creciente
de respuestas inmunes puede tener lugar en forma de mejora de una respuesta inmunitaria existente o de provocacién
de una respuesta inmunitaria inicial. Por ejemplo, la mejora de una respuesta inmunitaria por estimulacién de la
funcién del antigeno de los linfocitos B puede ser ttil en casos de infeccién viral. Adicionalmente, enfermedades
virales sistémicas tales como la gripe, el resfriado comtin, y la encefalitis podrian aliviarse por la administracion de
formas estimuladoras de antigenos de linfocitos B sistémicamente.

Alternativamente, las respuestas inmunitarias antivirales pueden mejorarse en un paciente infectado por elimina-
cién de células T del paciente, coestimulacion de las células T in vitro con APCs pulsados con antigenos virales que
expresan un péptido de la presente invencioén o junto con una forma estimulante de un péptido soluble de la presente
invencidn y reintroduccién de las células T activadas in vitro en el paciente. Otro método de mejora de las respuestas
inmunes anti-virales podria consistir en aislar células infectadas de un paciente, transfectar las mismas con un acido
nucleico codificante de una proteina de la presente invencién como se describe en esta memoria de tal manera que las
células expresen la totalidad o una porcién de la proteina en su superficie, y reintroducir las células transfectadas en el
paciente. Las células infectadas serian entonces capaces de suministrar una sefial co-estimulante a, y con ello activar,
las células T in vivo.

La presencia del péptido de la presente invencidon que tiene la actividad de uno o mds antigenos de linfocitos B
en la superficie de la célula tumoral proporciona la sefial de coestimulacién necesaria a las células T para inducir una
respuesta inmunitaria mediada por las células T contra las células tumorales transfectadas. Adicionalmente, células
tumorales que carecen de moléculas MHC clase I o MHC clase II, o que fallan respecto a la reexpresién de cantidades
suficientes de moléculas MHC clase I o de MHC clase II, pueden transfectarse con 4cido nucleico codificante de la
totalidad o una porcién de (v.g., una porcién truncada en el dominio citopldsmico) de una proteina de la cadena alfa del
MHC clase I, y una proteina microglobulina beta.sub.2 o una molécula de la cadena alfa MHC clase II, y una proteina
de la cadena beta del MHC clase II, para expresar con ello proteinas de MHC clase I o MHC clase II en la superficie
celular. La expresién del MHC clase I o clase II apropiado en asociacion con un péptido que tenga la actividad de un
antigeno de linfocitos B (v.g. B7-1, B7-2, B7-3) induce una respuesta inmunitaria mediada por las células T contra la
célula tumoral transfectada. Opcionalmente, un gen que codifica un constructo antisentido que bloquea la expresién
de una proteina asociada al MHC clase II, tal como la cadena invariante, puede cotransfectarse también con un DNA
que codifica un péptido que tiene la actividad de un antigeno de los linfocitos B para promover la presentacién de
antigenos asociados a tumores e inducir inmunidad especifica contra los tumores. Asi, la induccién de una respuesta
inmunitaria mediada por las células T en un individuo humano puede ser suficiente para vencer la tolerancia especifica
al tumor en el individuo.

La actividad de una proteina de la invencién puede, entre otros medios, medirse por los métodos siguientes:

Ensayos adecuados para citotoxicidad de los timocitos o esplenocitos incluyen, sin limitacidn, los descritos en:
Current Protocols in Immunology, recopilado por J. E. Coligan, A. M. Kruisbeek, D. H. Margulies, E. M. Shevach, W.
Strober, Pub. Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience (Capitulo 3, In vitro assays for Mouse Lymphocyte
Function 3.1-3.19; Capitulo 7, Immunologic studies in Humans); Herrmann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:2488-
2492, 1981; Herrmann et al., J. Immunol. 128:1968-1974, 1982; Handa et al., J. Immunol. 135:1564-1572, 1985; Takai
et al., J. Immunol. 137:3494-3500, 1986; Takai et al., J. Immunol. 140:508-512, 1988; Herrmann et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 78:2488-2492, 1981; Herrmann et al., J. Immunol. 128:1968-1974, 1982; Handa et al., J.Immunol.
135:1564-1572,1985; Takai et al., J. Immunol. 137:3494-3500, 1986; Bowman et al., J. Virology 61:1992-1998; Takai
et al., J. Immunol. 140:508-512, 1988; Bertagnolli ef al., Cellular Immunology 133:327-341, 1991; Brown et al., J.
Immunol. 153:3079-3092, 1994.
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Ensayos para respuestas de inmunoglobulina dependientes de células T y cambios de isotipo (que identificaran,
entre otras, proteinas que modulan las respuestas de anticuerpos dependientes de las células T y que afectan a los
perfiles Th1/Th2) incluyen, sin limitacién, los descritos en Maliszewski, J. Immunol. 144:3028-3033, 1990; y Assays
for B cell function: In vitro antibody production, Mond, J. J. and Brunswick, M. En Current Protocols in Immunology,
J. E. e.a. Coligan compiladores, Vol 1 pp. 3.8.1-3.8.16, John Wiley and Sons, Toronto, 1994.

Ensayos de reaccién de linfocitos mixtos (MLR) (que identificardn, entre otras, proteinas que generan predominan-
temente respuestas Th1 y CTL) incluyen, sin limitacion, los descritos en: Current Protocols in Immunology, recopilado
por J. E. Coligan, A. M. Kruisbeek, D. H. Margulies, E. M. Shevach. W. Strober, Pub. Greene Publishing Associates
and Wiley-Interscience (Capitulo 3, In vitro assays for Mouse Lymphocyte Function 3.1-3.19; Capitulo 7, Immunolo-
gic studies in Humans); Takai et al., J. Immunol. 137:3494-3500, 1986; Takai et al., J.Immunol. 140:508-512, 1988:
Bertagnolli et al., J. Immunol. 149:3778-3783, 1992.

Ensayos dependientes de células dendriticas (que identificardn, entre otras, proteinas expresadas por células dendri-
ticas que activan las células T ingenuas) incluyen, sin limitacién, los descritos en: Guery et al., J. Immunol. 134:536-
544, 1995; Inaba et al., Journal of Experimental Medicine 173:549-559, 1991; Macatonia et al., Journal of Immuno-
logy 154:5071-5079, 1995; Porgador et al., Journal of Experimental Medicine 182:255-260, 1995; Nair ef al., Journal
of Virology 67:4062-4069, 1993; Huang et al., Science 264:961-965, 1994; Macatonia et al., Journal of Experimental
Medicine 169: 1255-1264, 1989; Bhardwaj et al., Journal of Clinical Investigation 94:797-807, 1994; e Inaba et al.,
Journal of Experimental Medicine 172:631-640, 1990.

Ensayos para supervivencia/apoptosis de los linfocitos (que identificardn, entre otras, proteinas que previenen la
apoptosis después de induccion de superantigeno y proteinas que regulan la homeostasis de los linfocitos) incluyen, sin
limitacion, los descritos en: Darzynkiewicz et al., Cytometry 13:795-808, 1992; Gorczyca et al., Leukemia 7:659-670,
1993; Gorczyca et al., Cancer Research 53:1945-1951, 1993; Itoh er al., Cell 66:233-243, 1991; Zacharchuk, Jour-
nal of Immunology 145:4037-4045, 1990; Zamai et al., Cytometry 14:891-897, 1993; Gorczyca et al., International
Journal of Oncology 1:639-648, 1992.

Ensayos para proteinas que influyen en las etapas iniciales del compromiso y desarrollo de las células T incluyen,
sin limitacion, los descritos en: Antica et al., Blood 84: 111-117, 1994; Fine et al., Cellular Immunology 155: 111-
122, 1994; Galy et al., Blood 85:2770-2778, 1995; Toki et al., Proc. Nat. Acad Sci. USA 88:7548-7551, 1991.

6.5. Actividad reguladora de la hematopoyesis

Una proteina de la presente invencién puede ser ttil en la regulacién de la hematopoyesis y, como consecuen-
cia, en el tratamiento de deficiencias de células mieloides o linfoides. Incluso una actividad biolégica marginal en el
soporte de células formadoras de colonias o de lineas de células dependientes de factores indica implicacién en la
regulacion de la hematopoyesis, v.g. en el soporte del crecimiento y la proliferaciéon de células eritroides progenitoras
solas o en combinacién con otras citoquinas, indicando por tanto utilidad, por ejemplo, en el tratamiento de diversas
anemias o para uso en conjuncién con irradiaciéon/quimioterapia para estimular la produccion de precursores eritroides
y/o células eritroides; en el soporte del crecimiento y la proliferacién de células mieloides tales como granulocitos y
monocitos/macréfagos (esto es, actividad CSF tradicional) dtiles, por ejemplo, en conjuncién con quimioterapia para
prevenir o tratar la mielo-supresion consiguiente; en el soporte del crecimiento y la proliferacién de megacariocitos y
consiguientemente de plaquetas haciendo posible con ello la prevencion o el tratamiento de diversos trastornos pla-
quetarios tales como trombocitopenia, y generalmente para uso en lugar de o complementariamente a transfusiones de
plaquetas; y/o en el soporte del crecimiento y la proliferaciéon de células madre hematopoyéticas que son capaces de
madurar en cualquiera y la totalidad de las células hematopoyéticas arriba mencionadas y encuentran por consiguiente
utilidad terapéutica en diversos trastornos de las células madre (tales como los tratados usualmente con trasplante,
incluyendo, sin limitacion, anemia apldstica y hemoglobinuria paroxismica nocturna), asi como en la repoblacién del
compartimiento de células madre después de irradiacion/quimioterapia, sea in vivo o ex vivo (por ejemplo, en asocia-
cion con trasplante de médula 6sea o con trasplante de células progenitoras periféricas (homdlogas o heter6logas))
como células normales o manipuladas genéticamente para terapia génica.

La actividad de una proteina de la invencién puede, entre otros medios, medirse por los métodos siguientes:
Ensayos adecuados para proliferacion y diferenciacién de diversas lineas hematopoyéticas se han citado arriba.

Ensayos para diferenciaciéon de células madre embrionarias (que identificardn, entre otras, proteinas que incluyen
en la hematopoyesis de diferenciacién embrionaria) incluyen, sin limitacién, los descritos en: Johansson et al. Cellular
Biology 15:141-151, 1995; Keller et al., Molecular and Cellular Biology 13:473-486, 1993: McClanahan et al., Blood
81:2903-2915, 1993.

Ensayos para supervivencia y diferenciacion de células madre (que identificardn, entre otras, proteinas que regulan
la linfo-hematopoyesis) incluyen, sin limitacidn, los descritos en: Methylcellulose colony forming assays, Freshney,
M. G. En Culture of Hematopoietic Cells, R. I. Freshney, et al. compiladores, Vol pp. 265-268, Wiley-Liss. Inc., New
York, N.Y. 1994; Hirayama et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5907-5911, 1992; Primitive hematopoietic colony
forming cells with high proliferative potential. McNiece, I. K. and Briddell R. A. En Culture of Hematopoietic Cells,
R. I. Freshney et al. compiladores, Vol pp. 23-39. Wiley-Liss, Inc., New York, N.Y. 1994; Neben et al., Experimental
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Hematology 22:353-359. 1994; Cobblestone area forming cell assay, Ploemacher, R. E. En Culture of Hematopoietic
Cells, R. I. Freshney. et al. compiladores, Vol pp. 1-21, Wiley-Liss. Inc., New York, N.Y. 1994; Long term bone
marrow cultures in the presence of stromal cells, Spooncer, E., Dexter, M. and Allen, T. En Culture of Hematopoietic
Cells. R. I. Freshney, et al. compiladores Vol pp. 163-179, Wiley-Liss, Inc., New York. N. Y. 1994; Long term culture
initiating cell assay, Sutherland, H. J. En Culture of Hematopoietic Cells. R. I. Freshney, et al. compiladores Vol. pp.
139-162, Wiley-Liss, Inc., New York, N.Y. 1994.

6.6. Actividad de crecimiento de tejidos

Una proteina de la presente invencién puede tener también utilidad en composiciones utilizadas para crecimien-
to o regeneracion de huesos, cartilagos, tendones, ligamentos y/o nervios, asi como para curacién de las heridas y
reparacion y reposicion de tejido, y en atamiento de quemaduras, cortes y tlceras.

Una proteina de la presente invencién, que induce crecimiento de cartilago y/o hueso en circunstancias en las que
no se forma hueso normalmente, tiene aplicacion en la curacién de fracturas éseas y deterioro de cartilagos o defectos
en humanos y otros animales. Una preparacion de este tipo que emplea una proteina de la invencién puede tener uso
profilactico en la reduccion de fracturas tanto cerradas como abiertas asi como en la fijacién mejorada de articulaciones
artificiales. La formacion nueva de hueso inducida por un agente osteogénico contribuye a la reparacién de defectos
craneofaciales congénitos, inducidos por traumatismos, o inducidos por resercién oncoldgica, y es también ttil en
cirugia pldstica cosmética.

Una proteina de esta invencidn puede utilizarse también en el tratamiento de la enfermedad periodontal, y en otros
procesos de reparacion de los dientes. Tales agentes pueden proporcionar un ambiente para atraer células formadoras
de hueso, estimular el crecimiento de células formadoras de hueso o inducir la diferenciacion de progenitores de células
formadoras de hueso. Una proteina de la invencion puede ser ttil también en el tratamiento de la osteoporosis u osteoar-
tritis, por ejemplo por estimulacion de la reparaciéon de hueso y/o cartilago o por bloqueo de la inflamacién o procesos
de destruccién tisular (actividad de colagenasa, actividad de los osteoclastos, etc.) mediada por procesos inflamatorios.

Otra categoria de actividad de regeneracién de tejidos que puede ser atribuible a la proteina de la presente inven-
cién es la formacién de tendones/ligamentos. Una proteina de la presente invencién, que induce tejido semejante a
tendén/ligamento o formacidén de otro tejido en circunstancias en las que dicho tejido no se forma normalmente, tiene
aplicacidn en la curacidn de roturas de tendones o ligamentos, deformidades y otros defectos en tendones o ligamentos
en humanos y otros animales. Una preparacién de este tipo que emplea una proteina inductora de tejidos semejantes
a tendén/ligamento puede tener uso profildctico en la prevencién del deterioro de tejido de tendones o ligamentos, asi
como uso en la fijacion mejorada de tendones o ligamentos a huesos u otros tejidos, y en la reparacién de defectos en
tendones o ligamentos. La formacién nueva de tejido semejante a tendén/ligamento inducida por una composicién de
la presente invencidn contribuye a la reparacion de defectos congénitos, inducidos por traumatismos, u otros defectos
de tendones o ligamentos de otro origen, y es 1til también en la cirugia pléstica cosmética para fijacién o reparacién
de tendones o ligamentos. Las composiciones de la presente invencion pueden proporcionar ambiente para atraer cé-
lulas formadoras de tendones o ligamentos, estimular el crecimiento de células formadoras de tendones o ligamentos,
inducir la diferenciacién de progenitores de células formadoras de tendones o ligamentos, o inducir el crecimiento
de células o progenitores de tendones/ligamentos ex vivo para renovacion in vivo a fin de efectuar la reparacién de
tejido. Las composiciones de la invencién pueden ser ttiles también en el tratamiento de tendinitis, sindrome tunelar
carpiano y otros defectos de tendones o ligamentos. Las composiciones pueden incluir también una matriz y/o agente
secuestrante apropiada(o) como vehiculo, como es bien conocido en la técnica.

La proteina de la presente invencion puede ser util también para proliferacion de células neurales y para regene-
racién de tejido nervioso y cerebral, es decir para el tratamiento de enfermedades y neuropatias del sistema nervioso
central y periférico, asi como trastornos mecénicos y traumadticos, que implican degeneracién, muerte o traumatismo
de células neurales o tejido nervioso. Mds especificamente, una proteina puede utilizarse en el tratamiento de enferme-
dades del sistema nervioso periférico, tales como lesiones de nervios periféricos, neuropatia periférica y neuropatias
localizadas, asi como enfermedades del sistema nervioso central, tales como enfermedad de Alzheimer, enfermedad
de Parkinson, enfermedad de Huntington, esclerosis amiotréfica lateral, y sindrome de Shy-Drager. Condiciones adi-
cionales que pueden tratarse de acuerdo con la presente invencion incluyen trastornos mecdnicos y traumadticos, tales
como trastornos de la columna vertebral, traumatismos de cabeza y enfermedades cerebrovasculares tales como derra-
me cerebral. Neuropatias periféricas resultantes de quimioterapia u otras terapias médicas pueden tratarse también
utilizando una proteina de la invencién.

Las proteinas de la invencién pueden ser ttiles también para promover una cicatrizacién mejor o mas rapida de
heridas que no se curan, incluyendo, sin limitacién, tlceras de presion, tlceras asociadas con insuficiencia vascular,
heridas quirdrgicas y traumaticas, etcétera.

Es de esperar que una proteina de la presente invencién pueda exhibir también actividad para generacién o rege-
neracién de otros tejidos, tales como 6rganos (con inclusién, por ejemplo, de pancreas, higado, intestino, rifidén, piel,
endotelio), muisculos (musculatura lisa, esquelética o cardiaca) y tejido vascular (con inclusion del endotelio vascu-
lar), o para promover el crecimiento de células que comprenden dichos tejidos. Parte de los efectos deseados puede
producirse por inhibicién o modulacién de la formacidn de escaras fibréticas a fin de permitir que se regenere el tejido
normal. Una proteina de la invencién puede exhibir también actividad angiogénica.
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Una proteina de la presente invencion puede ser ttil también para proteccidn o regeneracién del intestino y trata-
miento de la fibrosis pulmonar o hepadtica, lesion de reperfusion en diversos tejidos, y condiciones que son resultado
del deterioro sistémico por las citoquinas.

Una proteina de la presente invencidn puede ser titil también para promover o inhibir la diferenciacién de tejidos
arriba descrita a partir de tejidos o células precursores; o para inhibir el crecimiento de tejidos arriba descritos.

La actividad de una proteina de la invencién puede medirse, entre otros medios, por el método siguiente:

Ensayos para actividad de generacién de tejidos incluyen, sin limitacién, los descritos en: Publicacién de Patente
Internacional No. W095/16035 (hueso, cartilago, tendon); Publicacion de Patente Internacional No. W095/05846
(nervio, neuronal); Publicacion de Patente Internacional No. WO91/07491 (piel, endotelio).

Ensayos para actividad de curacién de heridas incluyen, sin limitacion, los descritos en: Winter, Epidermal Wound
Healing. pps. 71-112 (Maibach, H. I. and Rovee, D. T. compiladores), Year Book Medical Publishers, Inc., Chicago,
modificado por Eaglstein and Mertz, J. Invest. Dermatol 71:382-84 (1978).

6.7. Actividad de activina/inhibina

Una proteina de la presente invencién puede exhibir también actividades relacionadas con activina o inhibina.
Un polinucleétido de la invencién puede codificar un polipéptido que exhiba tales caracteristicas. Las inhibinas se
caracterizan por su capacidad para inhibir la liberacién de hormona estimulante del foliculo (FSH), mientras que las
activinas se caracterizan por su capacidad para estimular la liberacién de la hormona estimulante del foliculo (FSH).
Asi pues, una proteina de la presente invencion, sola o en heterodimeros con un miembro de la familia de las inhibinas
a, puede ser util como anticonceptivo basado en la capacidad de las inhibinas para disminuir la fertilidad en los
mamiferos hembra y reducir la espermatogénesis en los mamiferos macho. La administracién de cantidades suficientes
de otras inhibinas puede inducir infertilidad en estos mamiferos. Alternativamente, la proteina de la invencién, como
homodimero o como heterodimero con otras subunidades de proteinas del grupo de las inhibinas-3, puede ser util
como agente terapéutico inductor de fertilidad, basado en la capacidad de las moléculas de activina para estimular
la liberacion de FSH por las células de la hipdfisis anterior. Véase, por ejemplo, la patente U.S. No. 4.798.885. Una
proteina de la invencion puede ser ttil también para adelanto del comienzo de la fertilidad en mamiferos sexualmente
inmaduros, a fin de aumentar la eficiencia de la vida ttil reproductora de animales domésticos tales como vacas, ovejas
y cerdos.

La actividad de una proteina de la invencién puede medirse, entre otros medios, por los métodos siguientes:

Ensayos para actividad de activina/inhibina incluyen, sin limitacién, los descritos en: Vale et al., Endocrinology
91:562-572, 1972; Ling et al., Nature 321:779-782, 1986; Vale et al., Nature 321:776-779, 1986; Mason et al., Nature
318:659-663, 1985; Forage et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:3091-3095, 1986.

6.8. Actividad quimiotdctica/quimiocinética

Una proteina de la presente invencion puede tener actividad quimiotictica o quimiocinética (es decir, actuar como
quimioquina) para células de mamifero, con inclusién, por ejemplo, de monocitos, fibroblastos, neutréfilos, células T,
células cebadas, eosindfilos, células epiteliales y/o endoteliales. Un polinucleétido de la invencién puede codificar un
polipéptido que exhiba tales atributos. Las proteinas quimiotacticas y quimiocinéticas pueden utilizarse para movilizar
o atraer una poblacién de células deseada a un sitio de accidn deseado. Las proteinas quimiotacticas o quimiocinéticas
proporcionan ventajas particulares en el tratamiento de heridas y otros traumatismos de tejidos, asi como en el trata-
miento de infecciones localizadas. Por ejemplo, la atraccién de linfocitos, monocitos o neutréfilos a tumores o sitios
de infeccién puede dar como resultado respuestas inmunitarias mejoradas contra el tumor o el agente infectante.

Una proteina o péptido tiene actividad quimiotictica para una poblacion de células particular si la misma puede
estimular, directa o indirectamente, la orientacién o el movimiento dirigidos de dicha poblacién de células. Preferible-
mente, la proteina o péptido tiene la capacidad para estimular directamente el movimiento dirigido de las células. La
posibilidad de que una proteina particular tiene actividad quimiotactica para una poblacién de células puede determi-
narse facilmente por empleo de dicha proteina o péptido en cualquier ensayo conocido de quimiotaxis de células.

La actividad de una proteina de la invencién puede medirse, entre otros medios, por los métodos siguientes:

Ensayos para la actividad quimiotactica (que identificardn proteinas que inducen o previenen la quimiotaxis) estan
constituidos por ensayos que miden la capacidad de una proteina para inducir la migracién de células a través de una
membrana asi como la capacidad de una proteina para inducir la adhesién de una poblacion de células a otra poblacién
de células. Ensayos adecuados para movimiento y adhesion incluyen, sin limitacién, los descritos en: Current Protocols
in Immunology, recopilado por J. E. Coligan, A. M. Kruisbeek, D. H. Marguiles, E. M. Shevach, W. Strober, Pub.
Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience (Capitulo 6.12, Measurement of alpha and beta Chemokines
6.12.1-6.12.28; Taub et al. J. Clin. Invest. 95:1370-1376, 1995; Lind et al. APMIS 103:140-146, 1995; Muller et al.
Eur. J. Immunol. 25:1744-1748; Gruber et al. J. of Immunol. 152:5860-5867, 1994; Johnston et al. J. of Immunol.
153:1762- 1768, 1994.
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6.9. Actividad hemostdtica y trombolitica

Una proteina de la invencién puede exhibir también actividad hemostatica o trombolitica. Un polinucleétido de
la invencién puede codificar un polipéptido que exhiba tales atributos. Es de esperar que una proteina de este tipo
sea util en el tratamiento de diversos trastornos de la coagulacién (con inclusién de trastornos hereditarios, tales
como hemofilias) o mejorar la coagulacién y otros sucesos hemostaticos en el tratamiento de heridas resultantes de
traumatismos, cirugia u otras causas. Una proteina de la invencién puede ser ttil también para disolver o inhibir la
formacién de trombosis y para tratamiento y prevencién de afecciones resultantes de ello (tales como, por ejemplo,
infarto de los vasos cardiacos y del sistema nervioso central (v.g., derrame cerebral).

La actividad de una proteina de la invencién puede medirse, entre otros medios, por los métodos siguientes:

Ensayos para actividad hemostética y trombolitica incluyen, sin limitacién, los descritos en: Linet et al., J. Clin.
Pharmacol. 26: 131-140, 1986; Burdick et al., Thrombosis Res. 45:413-419, 1987; Humphrey et al., Fibrinolysis 5:71-
79 (1991); Schaub, Prostaglandins 35:467-474, 1988.

6.10. Actividad receptor/ligando

Una proteina de la presente invencién puede demostrar también actividad como receptores, ligandos de receptores
o inhibidores o agonistas de interacciones receptor/ligando. Un polinucleétido de la invencion puede codificar un
polipéptido que exhiba tales caracteristicas. Ejemplos de tales receptores y ligandos incluyen, sin limitacién, receptores
de citoquinas y sus ligandos, quinasas receptoras y sus ligandos, fosfatasas receptoras y sus ligandos, receptores
implicados en interacciones célula-célula y sus ligandos (incluyendo, sin limitacién, moléculas de adhesién celular
(tales como selectinas, integrinas y sus ligandos) y pares receptor/ligando implicados en la presentacion de antigeno,
el reconocimiento de antigeno y el desarrollo de respuestas inmunitarias celulares y humorales). Los receptores y
ligandos son ttiles también para la seleccion de inhibidores potenciales de péptidos o moléculas pequefias de la
interaccién receptor/ligando relevante. Una proteina de la presente invencién (incluyendo, sin limitacién, fragmentos
de receptores y ligandos) puede ser ttil en si misma como inhibidor de las interacciones receptor/ligando.

La actividad de una proteina de la invencién puede medirse, entre otros medios, por los métodos siguientes:

Ensayos adecuados para actividad receptor-ligando incluyen, sin limitacion, los descritos en: Current Protocols
in Immunology, recopilado por J. E. Coligan, A. M. Kruisbeek, D. H. Margulies, E. M. Shevach, W. Strober, Pub.
Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience (Capitulo 7.28, Measurement of Cellular Adhesion under static
conditions 7.28.1-7.28.22), Takai et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:6864-6868, 1987; Bierer et al., J. Exp. Med.
168: 1145-1156, 1988; Rosenstein ef al., J. Exp. Med. 169: 149-160, 1989; Stoltenborg ef al., J. Immunol. Methods
175:59-68, 1994; Stitt et al., Cell 80:661-670, 1995.

A modo de ejemplo, los polipéptidos IL-1 Hy2 de la invencién puede utilizarse como ligando para un receptor
de citoquinas modulando con ello (es decir, intensificando o inhibiendo) la actividad biolégica de dicho receptor.
Ejemplos de receptores de citoquinas que pueden utilizarse incluyen, pero sin cardcter limitante, los receptores de
Interleuquina-1 Tipo I o Tipo II. Que los polipéptidos IL-1 Hy?2 de la invencién exhiban actividad agonista, agonista
parcial, antagonista, o antagonista parcial para un receptor particular, tal como un receptor de citoquinas, en un tipo
de célula particular puede determinarse por métodos convencionales conocidos por los expertos en la técnica, tales
como los descritos mds adelante en las secciones 6.11.1 y 6.11.2 y en los ejemplos que siguen. En una realizacion,
una o varias células que expresan un receptor de citoquinas (v.g., los Receptores de Interleuquina-1 Tipo I o Tipo
II) estdn en contacto con la proteina de la invencién. Ejemplos de células que pueden ponerse en contacto con la
proteina de la invencién incluyen, pero sin cardcter limitante, células de mamifero tales como fibroblastos y células
T. Preferiblemente, la nueva proteina de la invencidn actiia como antagonista para un receptor de citoquinas (v.g. el
Receptor de Interleuquina-1) de tal modo que se inhiben las actividades bioldgicas de dicho receptor.

Estudios que caracterizan firmacos o proteinas como agonista o antagonista, o agonista parcial o antagonista par-
cial requieren el uso de otras proteinas como ligandos competitivos. Se espera que los polipéptidos de la presente
invencion exhiban afinidad para el Receptor de Interleuquina-1. Asi pues, los polipéptidos de la presente invencién
pueden utilizarse, por ejemplo, como competidores en ensayos que implican Receptores de Interleuquina-1. Alternati-
vamente, los polipéptidos de la invencidn pueden marcarse por acoplamiento a radiois6topos, moléculas colorimétricas
o moléculas de toxina por métodos convencionales. (“Guide to Protein Purification”, Murray P. Deutscher (compila-
dor), Methods in Enzymology Vol. 182 (1990) Academic Press, Inc. San Diego) y utilizarse tanto in vivo como in
vitro para fijarse al Receptor de Interleuquina-1. Ejemplos de radioisétopos incluyen, pero sin cardcter limitante, tritio
y carbono 14. Ejemplos de moléculas colorimétricas incluyen, pero sin cardcter limitante, moléculas fluorescentes
tales como fluorescamina, rodamina u otras moléculas colorimétricas. Ejemplos de toxinas incluyen, pero sin caracter
limitante, ricina. A modo de ejemplo, las proteinas acopladas a tales moléculas son utiles en estudios que implican
metabolismo in vivo o in vitro del Receptor de Interleuquina-1.

6.11. Seleccion de farmacos con polipéptidos de Interleuquina-1 Hy2

Esta invencién es particularmente util para seleccién de compuestos por utilizacién de los polipéptidos IL-1 Hy2
de la invencion, particularmente fragmentos de fijacion, en cualquiera de una diversidad de técnicas de seleccion de
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farmacos. Los polipéptidos empleados en dicho ensayo pueden encontrarse libres en solucién, fijados a un soporte
s6lido, transportados sobre una superficie celular o localizados intracelularmente. Un método de seleccién de farma-
cos utiliza células hospedadoras eucariotas o procariotas que se transforman de manera estable con dcidos nucleicos
recombinantes que expresan el polipéptido IL-1 Hy2 deseado. Los firmacos se evaldan contra tales células transfor-
madas en ensayos de fijacién competitivos. Dichas células, sea en forma viable o fija, pueden utilizarse para ensayos
estandar de fijacién. Uno de ellos puede medir, por ejemplo, la formacién de complejos entre los polipéptidos IL-
1 Hy2 de la invencidn y el agente que se ensaya o examinar la disminucién en la formacién de complejo entre los
polipéptidos IL-1 Hy2 y una linea de células apropiada, que son bien conocidos en la técnica.

6.11.1 Ensayo Para Actividad Anti-Receptor de Interleuquina-1

En una realizacién, la actividad antagonista del receptor Interleuquina-1 de los polipéptidos de la invencién se
determina utilizando un método que implica (1) formar una mezcla que comprende Interleuquina-1, el receptor de
Interleuquina-1, y los polipéptidos IL-1 Hy?2 de la invencién y/o sus agonistas y antagonistas (o candidatos de farmacos
agonistas o antagonistas) y/o anticuerpos especificos para los polipéptidos IL-1 Hy2 de la invencién; (2) incubar la
mezcla en condiciones por las cuales, a no ser por la presencia de dicho polipéptido IL-1 Hy2 de la invencién y/o
sus agonistas o antagonistas (o candidatos de firmacos agonistas o antagonistas) y/o anticuerpos especificos para
los polipéptidos IL-1 Hy2 de la invencién, la Interleuquina-1 se fija al receptor de Interleuquina-1; y (3) detectar la
presencia o ausencia de fijacién especifica de Interleuquina-1 al receptor de Interleuquina-1.

6.11.2 Ensayo para antagonistas y agonistas

Se incuban células humanas HepG2 a 37°C durante 18-24 horas en medio Eagle modificado de Dulbecco exento
de suero. Monocapas separadas de células se incuban en el mismo medio suplementado con Interleuquina-1 a diver-
sas concentraciones y en el mismo medio complementado con un polipéptido IL-1 Hy2 de la invencién a diversas
concentraciones.

Las monocapas se lavan enérgicamente con tampdn isoténico y se incuban en (35-S)-metionina, 250 uCi/ml de
medio exento de metionina y se pulsan durante un periodo de 15-30 minutos para evaluar la sintesis neta. El fluido de
cultivo de las células se desecha y las monocapas se lavan de nuevo y se suspenden nuevamente en tampén de lisis
de células. Las proteinas hepaticas radiomarcadas sintetizadas nuevamente en estos lisados de células se detectan por
inmunoprecipitacién, SDS-PAGE y fluorografia.

6.12. Actividad anti-inflamatoria

Las proteinas de la presente invencién pueden exhibir también actividad anti-inflamatoria. La actividad anti-infla-
matoria puede lograrse por aporte de un estimulo a células implicadas en la respuesta inflamatoria, por inhibicién o
promocién de las interacciones célula-célula (tales como, por ejemplo, adhesion celular), por inhibicién o promocién
de la quimiotaxis de células involucradas en el proceso inflamatorio, inhibicién o promocion de la extravasacion de
células, o por estimulacién o supresién de la produccidn de otros factores que inhiben o promueven mds directamente
una respuesta inflamatoria. Las proteinas que exhiben tales actividades pueden utilizarse para tratar afecciones infla-
matorias que incluyen afecciones crénicas o agudas), con inclusién, pero sin limitacién, de la indicacién asociada con
infeccidn (tal como choque séptico, sepsis o sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS)), lesién isquemia-
reperfusion, letalidad por endotoxinas, artritis, rechazo hiperagudo mediado por el complemento, nefritis, lesién pul-
monar inducida por citoquinas o quimioquinas, enfermedad intestinal inflamatoria, enfermedad de Crohn o resultante
de la superproduccién de citoquinas tales como TNF o IL-1. Las proteinas de la invencién pueden ser utiles también
para tratar la anafilaxis e hipersensibilidad a una sustancia o material antigénico. En particular, los polipéptidos IL-
1 Hy2 de la invencién pueden utilizarse para prevenir o tratar condiciones tales como, pero sin cardcter limitante, las
que se utilizan, por ejemplo, como parte de métodos para la prevencion y/o el tratamiento de trastornos que implican
sepsis, pancreatitis aguda, choque endotéxico, choque inducido por citoquinas, artritis reumatoide, artritis inflamatoria
crénica, deterioro de las células pancredticas causado por diabetes mellitus Tipo I, enfermedad de rechazo inverso, en-
fermedad intestinal inflamatoria, inflamacién asociada con enfermedad pulmonar, otras enfermedades autoinmunes o
enfermedades inflamatorias, un agente antiproliferativo tal como en el caso de la leucemia mielégena aguda o crénica,
o en la prevencién de parto prematuro secundario a infecciones intrauterinas.

6.13. Modulacion de trastornos relacionados con IL-18, IL-12 e IFN-y

La administracién de polinucledtidos, polipéptidos y agonistas IL-1 Hy2 se espera que sea ttil también para el
tratamiento de trastornos relacionados con IL-18 y/o IL-12 y/o FN-y. IL-1 Hy2 inhibe la actividad de IL-18 e IL-12,
con inclusién de la produccién de IFN-y inducida por IL-18 e IL-12.

Se ha encontrado que IL-18 tiene una diversidad de actividades bioldgicas que incluyen la estimulacién de la
proliferacion de células T activadas, intensificacion de la actividad litica de las células NK, induccién de la secre-
cién de IFN-y, intensificacion de la expresion y funcién del ligando Fas, y estimulacion de la produccién del factor
estimulante de colonias granulocitos-macréfagos (GM-CSF) por las células T activadas. Se ha demostrado que IL-
18 contrarresta las infecciones viricas e intracelulares, y suprime la formacién de tumores. Sin embargo, IL-18 esta
involucrada también en la progresion patégena de enfermedades inflamatorias crénicas, con inclusién del choque in-
ducido por endotoxinas, lesion hepatica (con inclusién de lesién hepatica inducida por endotoxinas, hepatitis, atresia

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 300 266 T3

biliar e higado graso relacionado con la obesidad) y enfermedades autoinmunes. Otros trastornos relacionados con la
produccién de IL-18 incluyen meliodosis, deficiencia en la purina nucleosido-fosforilasa, susceptibilidad incremen-
tada a infeccién por Leishmania major y Staphylococcus aureus, linfohistiocitosis hemofagocitica, mononucleosis,
meningitis/encefalitis viral, meningitis/encefalitis bacteriana e isquemia o lesién por isquemia-reperfusion.

La inflamacién puede ser resultado de infeccidn con organismos patégenos (con inclusién de bacterias Gram-po-
sitivas, bacterias Gram-negativas, virus, hongos, y parasitos tales como protozoos y lombrices), rechazo de trasplantes
(con inclusion de rechazo de érganos sélidos tales como rifién, higado, corazén, pulmén o cérnea, asi como rechazo
de trasplante de médula 6sea con inclusién de la enfermedad de rechazo inverso (GVHD)), o de reacciones localiza-
das autoinmunes o alérgicas crénicas o agudas. Enfermedades autoinmunes incluyen glomerulonefritis aguda; artritis
reumatoide o reactiva; glomerulonefritis cronica, enfermedades intestinales inflamatorias tales como enfermedad de
Crohn, colitis ulcerosa y enterocolitis necrotizante; sindromes asociados con transfusiones de granulocitos; dermato-
sis inflamatorias tales como dermatitis de contacto, dermatitis atOpica y psoriasis; lupus eritematoso sistémico (SLE),
tiroiditis autoinmune, esclerosis multiple, algunas formas de diabetes, o cualquier otro estado autoinmune en el cual
el ataque por el sistema inmune del propio individuo da como resultado destruccién tisular patologica. Reacciones
alérgicas incluyen asma alérgica, bronquitis crénica, rinitis alérgica, e hipersensibilidad aguda y retardada. Estados de
enfermedad inflamatoria sistémica incluyen inflamacién asociada con traumatismos, quemaduras, sucesos isquémicos
subsiguientes a reperfusion (v.g. sucesos trombdticos en corazén, cerebro, intestinos o vasculatura periférica, con in-
clusién de infarto de miocardio y derrame cerebral), sepsis, ARDS o sindrome de disfuncién orgédnica miiltiple. Se
produce también reclutamiento de células inflamatorias en las placas ateroescleréticas.

La activacién por endotoxinas de la respuesta inflamatoria sistémica conduce a cierto nimero de trastornos que
incluyen choque bacteriano y/o relacionado con endotoxinas, fiebre, taquicardia, taquipnea, sobreestimulaciéon con
citoquinas, permeabilidad vascular incrementada, hipotension, activacion del complemento, coagulacién intravascular
diseminada, anemia, trombocitopenia, leucopenia, edema pulmonar, sindrome de ansiedad respiratoria de los adultos,
isquemia intestinal, insuficiencia y fracaso renal, y acidosis metabdlica.

La hepatitis representa trastornos hepdticos que se caracterizan por inflamacién hepdtica y necrosis que pueden
manifestarse como una condicién aguda o crénica. Estos trastornos hepaticos incluyen hepatitis inducida por virus
tal como hepatitis A, hepatitis B, hepatitis C (hepatitis no-A, no-B), hepatitis D, hepatitis E; hepatitis inducida por
toxinas y farmacos tal como hepatotoxicidad por acetaminofeno, hepatotoxicidad por halotano, hepatotoxicidad por
metildopa, hepatotoxicidad por isoniazida, hepatotoxicidad por valproato de sodio, hepatotoxicidad por fenitiona, he-
patotoxicidad por clorpromazina, hepatotoxicidad por amiodarona, hepatotoxicidad por amioidarona, hepatotoxicidad
por eritromicina, hepatotoxicidad con anticonceptivos orales, hepatotoxicidad de los esteroides anabdlicos sustitui-
dos con 17-a-alquilo y hepatotoxicidad por trimetoprima-sulfametoxazol; hepatitis colestatica, hepatitis alcohdlica;
hepatitis activa crénica autoinmune; y hepatitis mediada por las células T. Otras afecciones que causan lesion hepa-
tica incluyen atresia biliar congénita, higado graso relacionado con obesidad y la enfermedad recesiva autosémica
linfohistocitosis hemofagocitica (HLH).

El IFN-y inducido por IL-18 juega un papel en la lesién hepatica. Se ha demostrado que IFN-y media la lesion
hepética inducida por LPS subsiguiente a Infeccién de Propionibacterium acnes como se describe en Tsuji et al.
(J. Immunol. 162:1049-55, 1999). Un gran nimero de macréfagos y linfocitos infiltran el drea portal en respuesta
a infeccién de P. acnes, lo que da como resultado formacion de granulomas intrahepéticos. Los ratones ‘“knockout”
por IFN-a exhibfan menos infiltracién de macréfagos y una reduccién en el nimero y tamafio de granulomas. El
tratamiento subsiguiente con dosis bajas de LPS causaba necrosis hepatica masiva y aumentaba los niveles séricos de
IL-12, IL-18 y TNF-« en los ratones normales, mientras que los ratones knockout exhibian disminuciones drasticas
en los niveles séricos de IL-12, IL-18 y TNF-a. La adicién de anticuerpo neutralizante de IFN-y causaba también una
disminucién en los niveles de IL-18 e IL-12. Este modelo de lesién hepdtica indica que la lesién hepética inducida
por LPS estd asociada con niveles incrementados de IL-18, IL-12 e IFN-a. Actualmente, no se conoce un papel de IL-
18 en este modelo de lesion hepética. Dado que se sabe que IL-18 es inducida por LPS, es posible que IL-13 juegue
también un papel en el trastorno. El tratamiento con IL-Ra puede modular la gravedad de la lesion hepatica debida a
la produccién de IFN-y inducida por IL-18 e IL-18.

Se ha demostrado también que IL-18 estd implicada en el modelo de hepatitis inmunomediada en el que el trata-
miento con concanavalina A indicia hepatitis en ratones como ha sido descrito por Fiorucci et al. (Gastroenterology
118: 404-21, 2000). En este modelo, las células T CD+ y las citoquinas semejantes a Th1 causan la muerte de las célu-
las hepaticas mediada por Fas. El tratamiento con un derivado de 6xido nitrico de aspirina protegia contra esta muerte
celular por reduccion de la produccién de IFN-y, IL-18 IL-12, IL-18 y TNF-a. Ademads, un anticuerpo neutralizante
de IL-18 causaba una disminucién en la produccién de IFN-y y reducia la lesién hepatica inducida por conA.

La HLH es una enfermedad recesiva autosémica fatal que se manifiesta en la primera infancia. Esta enfermedad
se caracteriza por fiebre, hepatoesplenomegalia, citopenia e infiltracién generalizada de 6rganos vitales por linfocitos
y macréfagos activados. Los pacientes con HLH exhiben niveles séricos elevados de IL-18. IL-18 juega un papel
importante en la induccién de células Thl en los pacientes de HLH. (Takara et al., Br. J. Haematol. 106:182-9, 1999).

IL-1 Hy2 inhibe la produccién de IFN-y inducida por IL-18. En los modelos arriba descritos, el grado de actividad
de IL-18 no se conoce. Dado que se sabe que IL-18 es inducida por LPS, es posible que IL-18 juegue también un
papel en la patogenicidad de estas afecciones. La presencia de la cantidad apropiada de polinucleétidos IL-1 Hy2,
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polipéptidos u otros agonistas puede modular la gravedad de los estados de enfermedad debidos tanto a la produccién
de IFN-y inducida por IL-18 como a la de IL-15.

Se sabe que IL-12 potencia la produccién de IFN-y, y la actividad citolitica de las células NK y los linfocitos
T citotoxicos. Estos efectos inmunomoduladores han implicado un papel para IL-12 en las terapias para cdnceres
y enfermedades infecciosas. Sin embargo, estos mismos efectos terapéuticos pueden promover también trastornos
autoinmunes y afecciones inflamatorias crénicas tales como esclerosis multiple, rechazo de trasplantes y citotoxicidad.

IL-12 e IFN-y estdn implicados en la patogénesis de la esclerosis miltiple (MS). En el modelo animal de ence-
falomielitis alérgica experimental (EAE), el efecto desmielinante sobre el sistema nervioso central se produce ané-
logamente al de los humanos que padecen MS. actualmente, se utiliza IFN-g para tratar la MS. El mecanismo del
tratamiento con IFN-S puede consistir en la disminucién del nimero de células T productoras de IFN-y en los pacien-
tes de MS. (Rep et al., J. Neuroimmunol. 96:92-100, 1999). Adicionalmente, se ha encontrado que la produccién de
IFN-v en los linfocitos de la sangre estd en correlacion con el registro de incapacidad en los pacientes de MS. (Petcreit
et al., Mult. Scler. 6:19-23, 2000). Se encontré que los anticuerpos contra IL-12 previenen los relapsos inducidos por
superantigeno y espontdneos de la EAE en los ratones (Constantinescu et al., J. Immunol. 161:5097-5104, 1998).
Todos estos estudios apuntan a la implicacién de la produccion de IFN-y inducida por IL-12 en la progresion de la
MS en pacientes humanos. Por esta razdn, el tratamiento con polinuceétidos, polipéptidos u otros agonistas IL-1 Hy2
para reducir la produccién de IFN-y puede ser una terapia ttil para los pacientes de MS.

La combinacion de IL-12 e IL-2 tiene actividad antitumoral sinérgica in vivo. Sin embargo, en pruebas clinicas
la combinacién dio como resultado una toxicidad importante y choque y mortalidad subsiguientes. (Cohen, Science
270:908, 1995). En un modelo murino investigado por Carson et al. (J. Immunol., 162:4943-5, 1999) se determin6
que la respuesta inflamatoria sistémica fatal era dependiente de las células NK pero no estaba en relacion con otras
moléculas efectoras en el sistema tales como IL-1, TNF-«, e IFN-y. Se espera que los polinucleétidos, polipéptidos
u otros agonistas de IL-1 Hy2 inhiban la produccién de IFN-y inducida por IL-12 y se espera que inhiban otras
actividades bioldgicas de IL-12 tales como la actividad citolitica de las células NK. La inhibicién de la actividad de
las células NK, por administracién de IL-Ra, puede reducir la toxicidad resultante del tratamiento antitumoral con IL-
12.

El efecto de IL-1 Hy?2 sobre la actividad de IL-12 y/o IL-18 puede determinarse por medida de las actividades
biolégicas de estas citoquinas. Se sabe que tanto IL-12 como IL-18 inducen la produccién de IFN-y en células T.
Ademads de IFN-y, la combinacién de IL-12 e IL-18 aumenta la produccién de IL-3, IL-6 y TNF. Se espera que
el tratamiento con IL-1 Hy?2 reduzca la produccién de IFN-y inducida por IL-12 e IL-18. Los niveles circulantes o
locales de IFNy en muestras de tejidos o fluidos de pacientes tratados con polinucleétidos IL-1 Hy?2, polipéptidos u
otros agonistas serd una indicacion de los efectos terapéuticos de IL-1 Hy2 sobre los trastornos relacionados con IL-18
e IL-12. Muestras de tejidos incluyen muestras de tejido de un drea implicada en la inflamacién u otra enfermedad. Las
muestras de fluidos incluyen, por ejemplo, sangre entera, plasma, suero, fluido cerebroespinal, fluido sinovial, fluidos
peritoneales (con inclusién de fluidos de lavado o exudado), fluidos pleurales (con inclusiéon de fluidos de lavado o
exudado), fluidos de heridas (con inclusién de fluidos de lavado o exudado).

Adicionalmente, se sabe que IL-12 activa las células NK y reduce los niveles séricos de IgE. Estos ensayos pueden
utilizarse también para medir la efectividad del tratamiento con IL-1 Hy2 para trastornos relacionados con IL-12. La
actividad citolitica de las células NK en pacientes tratados con polinucleétidos, polipéptidos u otros agonistas de IL-1
Hy?2 puede ensayarse por medida de la aptitud de las muestras de sangre de los pacientes para la lisis de las células de
carcinoma de colon o linfoma in vitro. (Lieberman et al., J. Sur. Res., 50:410-415, 1992). Adicionalmente, los niveles
séricos de IgE de pacientes tratados con IL-1 Hy2 pueden medirse para determinar la efectividad del tratamiento para
trastornos relacionados con IL-12. (Kiniwa et al. J. Clin. Invest., 90:262-66, 1992).

6.14. Leucemias

Las leucemias y trastornos afines pueden tratarse o prevenirse por administraciéon de un agente terapéutico que
promueve o inhibe la funcién de los polinucleétidos y/o polipéptidos de la invencién. Tales leucemias y trastornos
afines incluyen, pero sin caricter limitante, leucemia aguda, leucemia linfocitica aguda, leucemia mielocitica aguda,
leucemia mieloblastica, promielocitica, mielomonocitica, monocitica, eritroleucemia, leucemia crénica, leucemia cré-
nica mielocitica (granulocitica) y leucemia crénica linfocitica (para una revision de tales trastornos, véase Fishman et
al., 1985, Medicine, 2* Edicion, J. B. Lippincott Co., Philadelphia).

6.15. Trastornos del sistema nervioso

Los trastornos del sistema nervioso, que implican tipos de células que pueden ensayarse en cuanto a eficacia de la
intervencién con compuestos que modulan la actividad de los polinucleétidos y/o polipéptidos de la invencién, y que
pueden ser tratados observando asi una indicacién de utilidad terapéutica, incluyen, pero sin caracter limitante, lesiones
del sistema nervioso, y enfermedades o trastornos que dan como resultado desconexién de axones, disminucién o
degeneracion de neuronas, o desmielinacion. Lesiones del sistema nervioso que pueden ser tratadas en un paciente
(con inclusién de pacientes humanos y mamiferos no humanos) de acuerdo con la invencidn incluyen, pero sin caracter
limitante, las lesiones siguientes de los sistemas nerviosos central (con inclusién de la médula espinal y el cerebro) o
periférico:
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(1) lesiones traumaticas, con inclusién de lesiones causadas por lesion fisica o asociadas con cirugia, por ejemplo,
lesiones que cortan una porcién del sistema nervioso, o lesiones de compresion;

(i) lesiones isquémicas, en las cuales una falta de oxigeno en una porcién del sistema nervioso da como resultado
lesién o muerte neuronal, con inclusién de infarto cerebral o isquemia, o infarto o isquemia de la médula espinal;

(iii) lesiones infecciosas, en las cuales una porcidn del sistema nervioso se destruye o se lesiona como resultado de
infeccidn, por ejemplo, por un absceso o asociada a la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana, virus
del herpes zoster, o virus del herpes simplex o con enfermedad de Lyme, tuberculosis o sifilis;

(iv) lesiones degenerativas, en las cuales una porcion del sistema nervioso es destruida o lesionada como resultado
de un proceso degenerativo con inclusion, pero sin cardcter limitante, de degeneracién asociada con la enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Alzheimer, corea de Huntington, o esclerosis amiotréfica lateral,

(v) lesiones asociadas con enfermedades o trastornos nutricionales, en los cuales una porcion del sistema nervioso
es destruida o lesionada por un trastorno nutricional o trastorno de metabolismo con inclusién, pero sin caricter
limitante, de deficiencia en vitamina B12, deficiencia en acido félico, enfermedad de Wernicke, ampliopia tabaco-
alcohol, enfermedad de Marchiafava-Bignami (degeneracién primaria del cuerpo calloso), y degeneracién cerebelar
alcohdlica;

(vi) lesiones neurolégicas asociadas con enfermedades sistémicas con inclusién, pero sin caricter limitante, de
diabetes (neuropatia diabética, paralisis de Bell), lupus eritematoso sistémico, carcinoma, o sarcoidosis;

(vii) lesiones causadas por sustancias toxicas que incluyen alcohol, plomo, o neurotoxinas particulares; y

(viii) lesiones de desmielinaciéon en las cuales una porcién del sistema nervioso se destruye o lesiona por una
enfermedad desmielinante con inclusién, pero sin cardcter limitante, de esclerosis miltiple, mielopatia asociada con
el virus de la inmunodeficiencia humana, mielopatia transversa de diversas etiologias, leucoencefalopatia multifocal
progresiva, y mielindlisis pontina central.

Los agentes terapéuticos que son ttiles de acuerdo con la invencién para el tratamiento de un trastorno del sistema
nervioso pueden seleccionarse por ensayo de la actividad bioldgica en la produccién de la supervivencia o diferencia-
cion de las neuronas. Por ejemplo, y sin cardcter de limitacion, agentes terapéuticos que provocan cualquiera de los
efectos siguientes pueden ser ttiles de acuerdo con la invencidn:

(i) tiempo de supervivencia incrementado de neuronas en cultivo;
(ii) brote incrementado de neuronas en cultivo o in vivo;

(iii) produccién incrementada de una molécula asociada a neuronas en cultivo o in vivo, v.g., colina-acetiltransfe-
rasa o acetilcolinesterasa con respecto a neuronas motoras; o

(iv) disminucién de los sintomas de disfuncién neuronal in vivo.

Tales efectos pueden medirse por cualquier método conocido en la técnica. En realizaciones preferidas, no limitan-
tes, la supervivencia incrementada de las neuronas puede medirse por el método expuesto en Arakawa et al. (1990, J.
Neurosci. 10:3507-3515); el brote incrementado de neuronas puede ser detectado por métodos expuestos en Pestronk
et al. (1980, Exp. Neurol. 70:65-82) o Brown et al. 81981, Ann. Rev. Neurosci. 4:17-42); la produccién incrementada
de moléculas asociadas a neuronas puede medirse por bioensayo, ensayo enzimético, fijacién de anticuerpos, ensa-
yo de transferencia Northern, etc., dependiendo de la molécula a medir; y la disfuncién de neuronas motoras puede
medirse por evaluacién de la manifestacion fisica del trastorno de las neuronas motoras, v.g., debilidad, velocidad de
conduccion de las neuronas motoras, o discapacidad funcional.

En una realizacién especifica, trastornos de neuronas motoras que pueden tratarse de acuerdo con la invencién
incluyen, pero sin cardcter limitante, trastornos tales como infarto, infeccién, exposicién a toxinas, traumatismos,
deterioro quirdrgico, enfermedad degenerativa o enfermedad maligna que pueden afectar a las neuronas motoras asi
como a otros componentes del sistema nervioso, asi como trastornos que afectan selectivamente las neuronas tales
como esclerosis amiotréfica lateral, y que incluyen, pero sin cardcter limitante, atrofia muscular espinal progresiva,
pardlisis vulvar progresiva, esclerosis lateral primaria, atrofia muscular infantil y juvenil, paralisis vulvar progresiva
de la infancia (sindrome de Fazio-Londe), poliomielitis y sindrome post-polio, asi como Neuropatia Motosensorial
Hereditaria (enfermedad dental de Charcot-Marie).

6.16. Otras actividades

Una proteina de la invencién puede exhibir también una o méas de las actividades o efectos adicionales: inhibicion
del crecimiento, infeccién o funcién de agentes infecciosos o destructores, que incluyen, sin limitacion, bacterias,
virus, hongos y otros pardsitos; caracteristicas corporales efectoras (supresoras o intensificadoras), que incluyen, sin
limitacidn, estatura, peso, color del pelo, color de los ojos, piel, relacién grasa a magra u otra pigmentacion tisular,
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o tamafio o forma de érganos o partes del cuerpo (tales, por ejemplo, aumento o disminucién de las mamas, cambio
en la forma o el perfil 6seos); efectos sobre los biorritmos o los ciclos o ritmos caricddicos; efectos sobre la fertilidad
de individuos macho o hembra; efectos sobre el metabolismo, catabolismo, anabolismo, procesamiento, utilizacion,
almacenamiento o eliminacién de la grasa dietética, lipidos, proteinas, carbohidratos, vitaminas, minerales, co-facto-
res u otros factores o componentes de la nutricion; efectos sobre las caracteristicas de comportamiento, incluyendo,
sin limitacidn, apetito, libido, estrés, cognicién (con inclusion de trastornos cognitivos), depresion (con inclusion de
trastornos depresivos) y comportamientos violentos; el aporte de efectos analgésicos u otros efectos reductores del
dolor; la promocién de la diferenciacion y el crecimiento de células madre embrionarias en linajes distintos de los
linajes hematopoyéticos; actividad hormonal o endocrina; en el caso de las enzimas, correccién de deficiencias de la
enzima y tratamiento de enfermedades tratadas con la deficiencia; tratamiento de trastornos hiperproliferativos (tales
como, por ejemplo, psoriasis); actividad afin a las inmunoglobulinas (tales como, por ejemplo, la capacidad para fijar
antigenos o complemento); y la aptitud para actuar como antigeno en una composicién de vacuna a fin de generar una
respuesta inmunitaria contra dicha proteina u otro material o entidad que reacciona cruzadamente con dicha proteina.

6.17. Identificacion de polimorfismos

La demostracién de polimorfismos, por ejemplo, los polimorfismos T125C, C184T y A205C ilustrados en el Ejem-
plo 2 siguiente, hace posible la identificacién de polimorfismos de este tipo en individuos humanos y el uso farmaco-
genético de esta informacion para diagndstico y tratamiento. Tales polimorfismos pueden estar asociados con, p.€j.,
predisposicién o susceptibilidad diferencial a diversos estados de enfermedad (tales como trastornos que implican
inflamacién o respuesta inmunitaria) o una respuesta diferencial a la administracién de farmacos, y esta informacién
genética puede utilizarse para elaborar adecuadamente el tratamiento preventivo o terapéutico. Por ejemplo, la exis-
tencia de un polimorfismo asociado con una predisposicién a inflamacién o enfermedad autoinmune hace posible el
diagndstico de esta condicién en humanos por identificacion de la presencia del polimorfismo.

Los polimorfismos pueden identificarse por una diversidad de vias conocidas en la técnica todas las cuales implican
generalmente obtener una muestra de un paciente, analizar el DNA de la muestra, lo que implica opcionalmente aisla-
miento o amplificacion de DNA, e identificar la presencia del polimorfismo en el DNA. Por ejemplo, puede utilizarse
PCR para amplificar un fragmento apropiado de DNA gendmico que puede secuenciarse luego. Alternativamente, el
DNA puede someterse a hibridacion de oligonucledtidos alelo-especificos (en la cual oligonucleétidos apropiados se
hibridan al DNA en condiciones que permiten la deteccién de un desapareamiento de una sola base) o a un ensayo de
extension de un solo nucledtido (en el cual un oligonucleétido que se hibrida inmediatamente adyacente a la posicién
del polimorfismo se extiende con uno o mas nucleétidos marcados). Adicionalmente, puede realizarse el andlisis tradi-
cional de polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (utilizando enzimas de restriccién que proporcionan
digestion diferencial del DNA gendmico dependiendo de la presencia o ausencia del polimorfismo).

Alternativamente, podria detectarse también un polimorfismo que dé como resultado un cambio en la secuencia de
aminodcidos por deteccién de un cambio correspondiente en la secuencia de aminodcidos de la proteina, v.g., por un
anticuerpo especifico para la secuencia variante.

7. Métodos terapéuticos

Los nuevos polipéptidos IL-1 Hy2 (con inclusién de fragmentos, andlogos y variantes) de la invencion tienen
numerosas aplicaciones de una diversidad de métodos terapéuticos. Ejemplos de aplicaciones terapéuticas incluyen,
pero sin cardcter limitante, los ilustrados a continuacion.

7.1. Sepsis

Una realizacién de la invencién es la administracion de una cantidad efectiva de los polipéptidos IL-1 Hy?2 de la
invencion a individuos que se encuentran en riesgo elevado de contraer sepsis, o que han contraido sepsis. Un ejemplo
de la primera categoria son los pacientes que estdn a punto de ser sometidos a cirugfa. Si bien el modo de administra-
cién no es particularmente importante, se prefiere la administracién parenteral debido al progreso rdpido de la sepsis,
y por tanto, la necesidad de hacer que el inhibidor se extienda rapidamente por todo el cuerpo. Asi, el modo preferido
de administracion consiste en suministrar un bolus I.V. poco antes, durante, o después de la cirugia. La dosificacién de
los polipéptidos IL-1 Hy?2 de la invencion serd determinada normalmente por el médico que prescriba el tratamiento.
Debe esperarse que la dosificacion varie de acuerdo con la edad, el peso y la respuesta del paciente individual. Tipi-
camente, la cantidad de inhibidor administrada por dosis estard comprendida en el intervalo de aproximadamente 0,1
a 25 mg/kg de peso corporal, siendo la dosis preferida aproximadamente 0,1 a 10 mg/kg de peso corporal del pacien-
te. Para administracién parenteral, los polipéptidos IL-1 Hy2 de la invencién se formularan en una forma inyectable
combinada con un vehiculo parenteral farmacéuticamente aceptable. Tales vehiculos son bien conocidos en la técni-
ca y ejemplos de los mismos incluyen agua, solucion salina, solucién de Ringer, solucién de dextrosa y soluciones
constituidas por pequeiias cantidades de la sero-alblimina humana. El vehiculo puede contener cantidades menores de
aditivos que mantienen la isotonicidad y estabilidad del inhibidor. La preparacién de estas soluciones estd dentro de la
experiencia en la técnica. Tipicamente, el inhibidor de citoquinas se formulard en tales vehiculos a una concentracién
de aproximadamente 1-8 mg/ml hasta aproximadamente 10 mg/ml.
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7.2. Artritis e inflamacion

Los efectos imunosupresores del inhibidor de la Interleuquina-1 contra la artritis reumatoide se determinan en un
sistema modelo animal experimental. El sistema modelo experimental es la artritis inducida por adyuvantes en ratas, y
el protocolo ha sido descrito por J. Holoshitz, et al., 1983, Science, 219:56, o por B. Waksman et al., 1963, Int. Arch.
Allergy Appl. Immunol. 23:129. La induccién de la enfermedad puede causarse por una sola inyeccion, generalmente
por via intradérmica, de una suspensién de Mycobacterium tuberculosis muertos en adyuvante de Freund completo
(CFA). La ruta de la inyeccién puede variar, pero las ratas pueden inyectarse en la base de la cola con una mezcla
adyuvante. El inhibidor se administra en solucién tamponada con fosfato (PBS) a una dosis de aproximadamente 1-5
mg/kg. El control consiste en la administracién de PBS exclusivamente.

El procedimiento para ensayar los efectos del inhibidor de Interleuquina-1 consistiria en inyectar por via intradér-
mica Mycobacterium tuberculosis muertos en CFA seguido por administracién inmediata del inhibidor y tratamiento
subsiguiente en dfas alternos hasta el dia 24. Los dias 14, 15, 18, 20, 22 y 24 después de la inyeccién de Mycobacterium
CFA, puede obtenerse un registro global de artritis como ha sido descrito por J. Holoskitz anteriormente. Un andlisis
de los datos revelaria que el inhibidor tendria un efecto espectacular sobre el hinchamiento de las articulaciones tal
como se mide por una disminucién del registro de artritis.

7.3. Diabetes

Se ha demostrado que la Interleuquina-1 estd implicada en la destruccidn de las células de los islotes en diabetes
mellitus (DM) (Mandrup-Paulsen, T., K. Bendtzen, J. Nerup, C.A. Dinarello, M. Svenson, y J.H. Nielson [1986]
Diabetologia 29:63-67). Los polipéptidos IL-1 Hy2 de la invencién limitan el deterioro mediado por linfocitos y
macrdfagos a las células de los islotes en casos incipientes de DM identificados por susceptibilidad a la enfermedad
por antecedentes genéticos e historia familiar. La destruccién inflamatoria de las células de los islotes pancreaticos
beta en tales individuos con DM inicial se reduce por la administracién parenteral de los polipéptidos IL-1 Hy2 de la
invencién que tienen un efecto anti-Interleuquina-1 en el pancreas.

7.4. Formulaciones anti-hipotensivas exentas de arginina

La formulacién parenteral del régimen terapéutico se define como inclusiva de: aproximadamente 3,4 g/l de isoleu-
cina, aproximadamente 4-6 g/1 de leucina, aproximadamente 3-4 g/l de lisina, aproximadamente 1,2 g/l de metionina,
aproximadamente 1,2 g/l de fenilalanina, aproximadamente 2-3 g/l de treonina, aproximadamente 0,5-1,5 g/ de tript6-
fano, aproximadamente 3-4 g/l de valina, aproximadamente 4,5 g/l de alanina, aproximadamente 1-2 g/l de histidina,
aproximadamente 3-4 g/l de prolina, aproximadamente 1-2 g/l de serina, aproximadamente 0,25-0,75 g/l de tirosina,
aproximadamente 4-5 g/l de glicina y aproximadamente 2-3 g/l de 4cido aspartico, juntos en un excipiente farmacol6-
gicamente aceptable. En otra realizacion preferida de la formulacion parenteral descrita, la formulacién puede incluir
adicionalmente ornitina, de modo mads particular a una concentracién de aproximadamente 1-2 g/l. En otra realizacién
adicional de la formulacién parenteral descrita, la formulacion puede incluir citrulina, muy preferiblemente a una con-
centracién comprendida entre aproximadamente 1 g/l y aproximadamente 2 g/l. Tanto citrulina como ornitina pueden
incluirse en otra realizacion adicional de la formulacion, de nuevo a las concentraciones indicadas.

El método incluye una formulacién exenta de arginina que comprende los aminoacidos y concentraciones de los
mismos ya descritos en esta memoria, juntos en un excipiente farmacolégicamente aceptable. De nuevo, la formulacién
puede incluir adicionalmente ornitina, citrulina, o ambas, para suministrar ain mds concentraciones fisiolégicamente
requeridas de sustratos del ciclo de la urea al animal. Muy preferiblemente, la formulacién se proporciona como una
formulacidén parenteral.

Otro aspecto del método comprende un método para tratar hipotension relacionada con agentes quimioterapéuticos.
En una realizacién muy preferida, el método comprende monitorizar un animal que recibe un agente quimioterapéutico
para una disminucidn en la presion sanguinea sistélica hasta menos de aproximadamente 100 mm Hg a fin de detectar
un animal con hipotensién sistémica, tratar el animal que tiene hipotension sistémica con un régimen terapéutico que
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de una formulacién exenta de arginina suficiente para reducir las
concentraciones de arginina en plasma o suero administrada simultdneamente con o seguida por la administracién de
una concentracion terapéuticamente eficaz de un polipéptido IL-1 Hy2, y mantener el animal en el régimen terapéutico
hasta que se hace detectable un aumento de la presion sanguinea sist6lica hasta al menos aproximadamente 100 mm
Hg. Muy preferiblemente, la formulacién exenta de arginina es una formulacién parenteral.

En una realizacion preferida, los polipéptidos IL-1 Hy2 de la invencién se utilizan en combinacién con la for-
mulacién anti-hipotensiva exenta de arginina para tratar la hipotensién en un animal, particularmente la hipotensién
causada por exposicién a choque endotdxico o séptico.

Un paciente que tiene una presion sanguinea sistélica menor que aproximadamente 100 mm Hg serd utilizado como
diana para el presente tratamiento. Dicho paciente debe someterse a una alimentacién continua de una formulacién
exenta de arginina que incluye una mezcla de aminoacidos esenciales y no esenciales como se describe en la patente
U.S. No. 5.334.380. El paciente se trata simultineamente con los polipéptidos antagonistas de Interleuquina-1 de la
invencion. Se extraerdn muestras de sangre del paciente y se determinardn los niveles de arginina en la fraccién de
suero o plasma.
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7.5. Formulaciones farmacéuticas y rutas de administracion

Una proteina de la presente invencidn (derivada de cualquier fuente, incluyendo sin limitacién de fuentes recom-
binantes y no recombinantes) puede administrarse a un paciente que se encuentra en necesidad, en si misma, o en
composiciones farmacéuticas en las cuales aquélla estd mezclada con vehiculos o excipientes adecuados a las dosis de
tratamiento o mejora de una diversidad de trastornos. Dicha composicién puede contener también (ademds de proteina
y un vehiculo) diluyentes, cargas, sales, tampones, estabilizadores, solubilizadores, y otros materiales bien conocidos
en la técnica. El término “farmacéuticamente aceptable” significa un material no t6xico que no interfiere con la efica-
cia de la actividad bioldgica del o de los ingredientes activos. Las caracteristicas del vehiculo dependerdn de la ruta de
administracién. La composicién farmacéutica de la invencién puede contener también citoquinas, linfoquinas, u otros
factores hematopoyéticos tales como M-CSF, GM-CSF, TNF, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-
10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IFN, TNFO, TNF1, TNF2, G-CSF, Meg-CSF, trombopoyetina, factor de células
madre, y eritropoyetina.

La composicién farmacéutica puede contener adicionalmente otros agentes que mejoran la actividad de la protei-
na o complementan su actividad o uso en tratamiento. Tales factores y/o agentes adicionales pueden incluirse en la
composicion farmacéutica para producir un efecto sinérgico con la proteina de la invencidn, o para minimizar efectos
secundarios. La proteina que puede administrarse con IL-1 Hy2 incluye otros polipéptidos antagonistas de receptores
de IL-1 tales como IL-1Ra e IL-1 Hyl. Inversamente, la proteina de la presente invencién puede incluirse en for-
mulaciones de los agentes particulares citoquina, linfoquina, otro factor hematopoyético, factor trombolitico o anti-
trombotico, o agente anti-inflamatorio a fin de minimizar los efectos secundarios de la citoquina, linfoquina, otro fac-
tor hematopoyético, factor trombolitico o anti-trombolitico, o agente anti-inflamatorio. Una proteina de la presente
invencién puede ser activa en multimeros (v.g., heterodimeros u homodimeros) o complejos consigo misma o con
otras proteinas. Como resultado, las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden comprender una proteina de
la invencién en dicha forma multimera o complejada.

Técnicas para formulacién y administracién de los compuestos de la presente solicitud pueden encontrarse en “Re-
mington’s Pharmaceutical Sciences”, Mack Publishing Co., Easton, PA, tltima edicién. Una dosis terapéuticamente
eficaz se refiere adicionalmente a aquella cantidad del compuesto que es suficiente para dar como resultado mejora
de los sintomas, v.g., tratamiento, curacién, prevencién o mejora de la afecciéon médica relevante, o un aumento en
la tasa de tratamiento, curacion, prevenciéon o mejora de dichas afecciones. Cuando se aplica a un ingrediente ac-
tivo individual, administrado exclusivamente, una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a dicho ingrediente solo.
Cuando se aplica a una combinacién, una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a cantidades combinadas de los
ingredientes activos que dan como resultado efecto terapéutico, tanto si se administran en combinacién como serial o
simultdneamente.

En la prictica del método de tratamiento o uso de la presente invencidn, una cantidad terapéuticamente eficaz
de la proteina de la presente invencién se administra a un mamifero que padece una afeccion a tratar. La proteina
de la presente invencién puede administrarse de acuerdo con el método de la invencién, sea sola o en combinacién
con otras terapias tales como tratamientos que emplean citoquinas, linfoquinas u otros factores hematopoyéticos.
Cuando se co-administra con una o mds citoquinas, linfoquinas u otros factores hematopoyéticos, la proteina de la
presente invencién puede administrarse sea simultineamente con la o las citoquinas, linfoquina(s), otro u otros factores
hematopoyéticos, factores tromboliticos o anti-trombdticos, o secuencialmente. Si se administra secuencialmente, el
médico que tiene a su cargo el tratamiento decidird en cuanto a la secuencia apropiada de administracion de la proteina
de la presente invencién en combinacién con una o mds citoquinas, linfoquinas, u otros factores hematopoyéticos,
factores tromboliticos o anti-trombéticos.

7.6. Rutas de administracion

Rutas de administracion adecuadas pueden, por ejemplo, incluir la administracién oral, rectal, transmucosal, o in-
testinal; suministro parenteral, con inclusién de inyecciones intramusculares, subcutdneas, o intramedulares, asi como
inyeccion intratecal, intraventricular directa, intravenosa, intraperitoneal, intranasal, o intraocular. La administracién
de la proteina de la presente invencion utilizada en la composicién farmacéutica o para practicar el método de la
presente invencion puede llevarse a cabo en una diversidad de vias convencionales, tales como ingestion oral, inhala-
cion, aplicacién tépica o inyeccidn cutdnea, subcutdnea, intraperitoneal, parenteral o intravenosa. La administracién
intravenosa al paciente es la preferida.

Alternativamente, el compuesto puede administrarse de una manera local en lugar de sistémica, por ejemplo, por
inyeccidén del compuesto directamente en una articulacién artritica o en tejido fibrético, a menudo en una formulacién
de tipo depésito o de liberacioén sostenida. Con objeto de prevenir el proceso de formacién de escaras que ocurre
frecuentemente como complicacién de la cirugia del glaucoma, los compuestos pueden administrarse tépicamente,
por ejemplo como gotas oftdlmicas. Adicionalmente, es posible administrar el formaco en un sistema de suministro
de farmaco direccionado, por ejemplo, en un liposoma recubierto con un anticuerpo especifico, direccionado, por
ejemplo, a un tejido artritico o fibrético. Los liposomas estardn direccionados a y serdn capturados selectivamente por
el tejido afectado.
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7.77. Composiciones/formulaciones

Las composiciones farmacéuticas para uso de acuerdo con la presente invenciéon pueden formularse por tanto
de manera convencional utilizando uno o més vehiculos fisioldgicamente aceptables que comprenden excipientes y
adyuvantes que facilitan el procesamiento de los compuestos activos en preparaciones que pueden ser utilizadas far-
macéuticamente. Estas composiciones farmacéuticas pueden fabricarse de una manera que es conocida en si misma,
v.g., por procesos de mezcladura convencional, disolucidn, granulacidn, fabricacién de grageas, levigacion, emulsio-
namiento, encapsulacion, atrapamiento o liofilizacién. La formulacién apropiada depende de la ruta de administracién
elegida. Cuando se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina de la presente invencién por via oral,
la proteina de la presente invencién se encontrard en la forma de una tableta, capsula, polvo, solucién o elixir. Cuando
se administra en forma de tableta, la composicion farmacéutica de la invencién puede contener adicionalmente un
vehiculo sélido tal como gelatina o un adyuvante. La tableta, la cdpsula, y el polvo contienen desde aproximadamente
5 a95% de la proteina de la presente invencion, y con preferencia desde aproximadamente 25 a 90% de la proteina de
la presente invencién. Cuando se administra en forma liquida, pueden afiadirse un vehiculo liquido tal como agua, éter
de petréleo, aceites de origen animal o vegetal tales como aceite de cacahuete, aceite mineral, aceite de soja, aceite de
sésamo o aceites sintéticos. La forma liquida de la composicién farmacéutica puede contener adicionalmente solucién
salina fisioldgica, dextrosa u otra solucién de sacdrido, o glicoles tales como etilenglicol, propilenglicol o polietilen-
glicol. Cuando se administra en forma liquida, la composicién farmacéutica contiene desde aproximadamente 0,5 a
90% en peso de la proteina de la presente invencion, y con preferencia desde aproximadamente 1 a 50% de la proteina
de la presente invencion.

Cuando se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina de la presente invencién por inyeccién
intravenosa, cutanea o subcutdnea, la proteina de la presente invencion se encontrard en forma de una solucién acuosa
exenta de pir6genos y parenteralmente aceptable. La preparacion de dichas soluciones de proteina parenteralmente
aceptables, en lo que respecta a pH, isotonicidad, estabilidad y andlogos, esta dentro de la experiencia de la técnica.
Una composicién farmacéutica preferida para inyeccion intravenosa, cutdnea o subcutdnea deberia contener, ademds
de la proteina de la presente invencién, un vehiculo isoténico tal como Inyeccién de Cloruro de Sodio, Inyeccién
de Ringer, Inyeccién de Dextrosa, Inyeccién de Dextrosa y Cloruro de Sodio, Inyeccién de Ringer Lactada, u otro
vehiculo conocido en la técnica. La composicién farmacéutica de la presente invencién puede contener también esta-
bilizadores, conservantes, tampones, antioxidantes, u otros aditivos conocidos por los expertos en la técnica. Para la
inyeccion, los agentes de la invencién pueden formularse en soluciones acuosas, preferiblemente en tampones fisiol-
gicamente compatibles tales como solucién de Hank, solucién de Ringer, o tampdn de solucién salina fisiolégica. Para
administracién transmucosal, se utilizan en la formulacién penetrantes apropiados para la barrera a atravesar. Dichos
penetrantes son conocidos generalmente en la técnica.

Para la administracion oral, los compuestos pueden formularse facilmente por combinacién de los compuestos
activos con vehiculos farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica. Dichos vehiculos permiten que los
compuestos de la invencion se formulen como tabletas, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, lodos,
suspensiones y andlogos, para ingestion oral por un paciente a tratar. Las preparaciones farmacéuticas para uso oral
pueden obtenerse [sic] excipiente s6lido, triturar opcionalmente una mezcla resultante, y procesar la mezcla de granu-
los, después de afiadir adyuvantes adecuados, en caso deseado, para obtener tabletas o nticleos de gragea. Excipientes
adecuados, son, en particular, cargas tales como aztcares, con inclusién de lactosa, sacarosa, manitol, o sorbitol; prepa-
raciones de celulosa tales como, por ejemplo, almidén de maiz, almidén de trigo, almidén de arroz, almidon de patata,
gelatina, goma tragacanto, metil-celulosa, hidroxipropilmetil-celulosa, carboximetilcelulosa sédica, y/o polivinilpirro-
lidona (PVP). Si se desea, pueden afiadirse agentes desintegrantes, tales como la polivinil-pirrolidona reticulada, agar,
o 4cido alginico o una sal del mismo tal como alginato de sodio. Los nicleos de gragea se proveen de recubrimientos
adecuados. Para este propdsito, pueden utilizarse soluciones concentradas de azicar, las cuales pueden contener opcio-
nalmente goma arabiga, talco, polivinil-pirrolidona, gel de carbopol, polietilenglicol, y/o diéxido de titanio, soluciones
de barniz, y disolventes o mezclas de disolventes orgdnicos adecuados. Pueden afiadirse colorantes o pigmentos a las
tabletas o recubrimientos de gragea para identificacion o a fin de caracterizar diferentes combinaciones de dosis del
compuesto activo.

Las preparaciones farmacéuticas que pueden utilizarse por via oral incluyen capsulas de ajuste sin holgura hechas
de gelatina, asi como cédpsulas blandas selladas hechas de gelatina y un plastificante, tal como glicerol o sorbitol.
Las cdpsulas de ajuste sin holgura pueden contener los ingredientes activos en mezcla con una carga tal como lacto-
sa, aglomerantes tales como almidones, y/o lubricantes tales como talco o estearato de magnesio y, opcionalmente,
estabilizadores. En las cdpsulas blandas, los compuestos activos pueden estar disueltos o suspendidos en liquidos ade-
cuados, tales como aceites grasos, aceite de parafina, o polietilen-glicoles liquidos. Adicionalmente, pueden afadirse
estabilizadores. Todas las formulaciones para administracién oral deben encontrarse en dosis adecuadas para dicha ad-
ministracioén. Para administracién bucal, las composiciones pueden tomar la forma de tabletas o pastillas formuladas
de manera convencional.

Para administracién por inhalacion, los compuestos para uso de acuerdo con la presente invencién se suminis-
tran convenientemente en la forma de una presentacion de pulverizacion aerosol mediante envases presurizados o un
nebulizador, con el uso de un propelente adecuado, v.g., diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluo-
roetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacién puede
determinarse proporcionando una vélvula que suministre una cantidad medida. Capsulas y cartuchos de, v.g., gelatina
para uso en un inhalador o insuflador pueden formularse de modo que contengan una mezcla de polvo del compuesto
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y una base de polvo adecuada tal como lactosa o almidén. Los compuestos pueden formularse para administracién pa-
renteral por inyeccion, v.g., por inyeccion de tipo bolus o infusién continua. Las formulaciones para inyeccién pueden
presentarse en forma de dosificacién unitaria, v.g., en ampollas o en envases multidosis, con un conservante afiadido.
Las composiciones pueden tomar formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos aceitosos o
acuosos, y pueden contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension, estabilizadores y/o dispersantes.

Formulaciones farmacéuticas para administracién parenteral incluyen soluciones acuosas de los compuestos ac-
tivos en forma soluble en agua. Adicionalmente, pueden prepararse suspensiones de los compuestos activos como
suspensiones de inyeccion aceitosas apropiadas. Disolventes o vehiculos lipdfilos adecuados incluyen aceites grasos
tales como aceite de sésamo, o ésteres de dcidos grasos sintéticos, tales como oleato de etilo o triglicéridos, o liposo-
mas. Las suspensiones acuosas de inyeccidon pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension,
tales como carboximetilcelulosa sddica, sorbitol o dextrano. Opcionalmente, la suspension puede contener también
estabilizadores o agentes adecuados que aumentan la solubilidad de los compuestos para permitir la preparacién de
soluciones altamente concentradas. Alternativamente, el ingrediente activo puede encontrarse en forma de polvo para
reconstitucion con un vehiculo adecuado, v.g., agua estéril exenta de pirégenos, antes de su utilizacion.

Los compuestos pueden formularse también en composiciones rectales tales como supositorios o enemas de reten-
cién, v.g., que contienen bases de supositorio convencionales tales como manteca de cacao u otros glicéridos. Ademas
de las formulaciones descritas previamente, los compuestos pueden formularse también como preparacion de tipo de-
posito. Tales formulaciones de accién prolongada pueden administrarse por implantacién (por ejemplo subcutdnea o
intramuscularmente) o por inyeccion intramuscular. Asi, por ejemplo, los compuestos pueden formularse con materia-
les adecuados polimeros o hidréfobos (por ejemplo como una emulsién en un aceite aceptable) o resinas cambiadoras
de iones, o como derivados poco solubles, por ejemplo, como una sal poco soluble.

Un vehiculo farmacéutico para los compuestos hidr6fobos de la invencidn es un sistema codisolvente que compren-
de alcohol bencilico, un agente tensioactivo no polar, un polimero orgdnico miscible con el agua, y una fase acuosa. El
sistema codisolvente puede ser el sistema codisolvente VPD. VPD es una solucién con 3% p/v de alcohol bencilico,
8% pl/v del agente tensioactivo no polar polisorbato 80, y 65% p/v de polietilenglicol 300, llevada a volumen en etanol
absoluto. El sistema codisolvente VPD (VPD:5W) estd constituido por VPD diluida en relacién 1:1 con una solucién
de dextrosa al 5% en agua. Este sistema codisolvente disuelve bien los compuestos hidr6fobos, y produce por si mismo
poca toxicidad por administracién sistémica. Naturalmente, las proporciones de un sistema codisolvente pueden mo-
dificarse considerablemente sin destruir sus caracteristicas de solubilidad y toxicidad. Adicionalmente, la identidad de
los componentes del codisolvente puede variar: por ejemplo, pueden utilizarse otros agentes tensioactivos no polares
de baja toxicidad en lugar de polisorbato 80; el tamafio de la fraccién de polietilenglicol puede variar; otros polime-
ros biocompatibles pueden reemplazar el polietilenglicol, v.g. polivinil-pirrolidona; y otros azticares o polisacaridos
pueden sustituir a la dextrosa. Alternativamente, pueden emplearse otros sistemas de suministro para compuestos far-
macéuticos hidréfobos. Liposomas y emulsiones son ejemplos bien conocidos de suministro de vehiculos o excipientes
para farmacos hidré6fobos. Ciertos disolventes orgdnicos tales como dimetilsulféxido pueden emplearse también, aun-
que usualmente a costa de una mayor toxicidad. Adicionalmente, los compuestos pueden suministrarse utilizando un
sistema de liberacion sostenida, tal como matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el
agente terapéutico. Diversos materiales de liberacién sostenida han sido establecidos y son bien conocidos por los
expertos en la técnica. Las capsulas de liberacién sostenida pueden, dependiendo de su naturaleza quimica, liberar
los compuestos durante varias semanas hasta mds de 100 dias. Dependiendo de la naturaleza quimica y la estabilidad
biolégica del reactivo terapéutico, pueden emplearse estrategias adicionales para la estabilizacién de la proteina.

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender también vehiculos o excipientes adecuados sélidos o en fase
de gel. Ejemplos de tales vehiculos o excipientes incluyen, pero sin cardcter limitante, carbonato de calcio, fosfato
de calcio, diversos azucares, almidones, derivados de celulosa, gelatina, y polimeros tales como polietilenglicoles.
Muchos de los compuestos inhibidores de proteinasas de la invencién pueden proporcionarse como sales con iones
de carga opuesta farmacéuticamente compatibles. Tales sales de adicién de base farmacéuticamente aceptables son
aquellas sales que retienen la eficacia bioldgica y las propiedades de los dcidos libres y que se obtienen por reaccién
con bases inorgdnicas u orgdnicas tales como hidréxido de sodio, hidréxido de magnesio, amoniaco, trialquilami-
na, dialquilamina, monoalquilamina, aminodcidos dibésicos, acetato de sodio, benzoato de potasio, trietanolamina y
andlogas.

La composicién farmacéutica de la invencidn puede encontrarse en la forma de un complejo de la o las proteinas
de la presente invencién junto con antigenos proteicos o peptidicos. El antigeno proteico y/o peptidico suministrara
una sefal estimuladora a la vez a los linfocitos B y a los linfocitos T. Los linfocitos B responderdn al antigeno a través
de su receptor de inmunoglobulinas de la superficie. Los linfocitos T responderan al antigeno a través del receptor
de las células T (TCR) después de la presentacion del antigeno por las proteinas del MHC. El MHC y las proteinas
estructuralmente afines, con inclusién de las codificadas por los genes del MHC clase I y clase II en las células
hospedadoras servirdn para presentar el o los antigenos peptidicos a los linfocitos T. Los componentes antigénicos
podrian suministrarse también como complejos purificados MHC-péptidos solos o con moléculas co-estimuladoras
que puedan sefializar directamente las células T. Alternativamente, anticuerpos capaces de fijar inmunoglobulinas en
la superficie y otras moléculas en las células B asi como anticuerpos capaces de fijar el TCR y otras moléculas en las
células T pueden combinarse con la composicion farmacéutica de la invencion. La composicién farmacéutica de la
invencion puede encontrarse en la forma de un liposoma en el cual la proteina de la presente invencién estd combinada,
ademads de otros vehiculos farmacéuticamente aceptables, con agentes anfipaticos tales como lipidos que existen en
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forma agregada como micelas, monocapas insolubles, cristales liquidos, o capas de laminillas en solucién acuosa.
Lipidos adecuados para formulaciéon de liposomas incluyen, sin limitacién, monoglicéridos, diglicéridos, sulfatidos,
lisolecitina, fosfolipidos, saponina, dcidos biliares, y andlogos. La preparacion de tales formulaciones de liposomas
estd plenamente dentro del nivel de experiencia en la técnica, como se describe, por ejemplo, en las patentes U.S.
Nums. 4.235.871; 4.501.728; 4.837.028; y 4.737.323, todas las cuales se incorporan en esta memoria por regencia.

La cantidad de la proteina de la presente invencién en la composicion farmacéutica de la presente invencién depen-
dera de la naturaleza y gravedad de la afeccidn que se esté tratando y de la naturaleza de los tratamientos anteriores a
que haya sido sometido el paciente. Finalmente, el médico que tiene a su cargo el tratamiento decidird la cantidad de la
proteina de la presente invencion con la que deba tratarse cada paciente individual. Inicialmente, el médico que atiende
el tratamiento administrard dosis bajas de la proteina de la presente invencion y observard la respuesta del paciente.
Pueden administrarse dosis mayores de la proteina de la presente invencidn hasta que se alcance el efecto terapéutico
optimo en el paciente, y en dicho momento la dosis no se incrementa mds. Se contempla que las diversas composi-
ciones farmacéuticas utilizadas para practicar el método de la presente invencién deberian contener aproximadamente
0,01 ug a aproximadamente 100 mg (con preferencia aproximadamente 0,1 g a aproximadamente 10 mg, de modo
mas preferible aproximadamente 0,1 ug a aproximadamente 1 mg) de la proteina de la presente invencién por kg de
peso corporal. Para las composiciones de la presente invencion que son Utiles para regeneracion de hueso, cartilago,
tend6n o ligamento, el método terapéutico incluye administrar la composicidn tépicamente, sistémicamente, o local-
mente como un implante o dispositivo. Cuando se administra, la composicion terapéutica para uso en esta invencién
se encuentra, por supuesto, en una forma fisiolégicamente aceptable y exenta de pirégenos. Ademads, la composicién
puede encapsularse o inyectarse deseablemente en una forma viscosa para suministro al sitio de deterioro del hueso,
cartilago o tejido. La administracion tpica puede ser adecuada para curacion de heridas y reparacion de tejidos. Agen-
tes terapéuticamente utiles distintos de una proteina de la invencién que pueden incluirse también opcionalmente en la
composicién como se ha descrito arriba, pueden, alternativa o adicionalmente, administrarse simultdnea o secuencial-
mente con la composicién en los métodos de la invencién. Preferiblemente, para formacién de hueso y/o cartilago, la
composicion incluiria una matriz capaz de suministrar la composiciéon que contiene la proteina al sitio de deterioro del
hueso y/o cartilago, proporcionando una estructura para el hueso y cartilago en desarrollo y susceptible 6ptimamente
de ser reabsorbida en el cuerpo. Dichas matrices pueden estar formadas por materiales que se utilizan actualmente
para otras aplicaciones médicas implantadas.

La eleccidn del material de la matriz estd basada en biocompatibilidad, biodegradabilidad, propiedades mecénicas,
aspecto cosmético y propiedades de interfaz. La aplicacion particular de las composiciones definird la formulacién
apropiada. Matrices potenciales para las composiciones pueden ser sulfato de calcio, fosfato triclcico hidroxiapati-
to, 4cido polil4ctico, 4cido poliglicélico y polianhidridos biodegradables y quimicamente definidos. Otros materiales
potenciales son biodegradables y bioldgicamente bien definidos, tales como coldgeno dseo o dérmico. Matrices adicio-
nales estan constituidas por proteinas puras o componentes de la matriz extracelular. Otras matrices potenciales son no
biodegradables y quimicamente definidas, tales como hidroxiapatito sinterizado, vidrio bioldgico, aluminatos, u otros
materiales cerdmicos. Las matrices pueden estar constituidas por combinaciones de cualquiera de los tipos de mate-
rial arriba mencionados, tales como 4cido polildctico e hidroxiapatito o coldgeno y fosfato tricdlcico. Los materiales
biocerdmicos pueden estar alterados en composicién, por ejemplo en el caso de aluminato-fosfato de calcio y pueden
procesarse para alterar el tamafo de poro, el tamafio de particula, la forma de las particulas, y la biodegradabilidad.
Actualmente se prefiere un copolimero 50:50 (peso molar) de acido lactico y dcido glicdlico en la forma de particulas
porosas que tienen didmetros comprendidos entre 150 y 800 micrometros. En algunas aplicaciones, puede ser util
utilizar un agente secuestrante, tal como carboximetil-celulosa o codgulos de sangre aut6logos, a fin de prevenir que
las composiciones de proteina se disocien de la matriz.

Una familia preferida de agentes secuestrantes es la de materiales celuldsicos tales como alquilcelulosas (con in-
clusién de hidroxialquilcelulosas), que incluyen metilcelulosa, etilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropil-metilcelulosa, y carboximetilcelulosa, siendo las mds preferidas las sales catidénicas de carboximetilce-
Iulosa (CMC). Otros agentes secuestrantes preferidos incluyen 4cido hialurdnico, alginato de sodio, poli(etilen-glicol),
oxido de polioxietileno polimero carboxivinilico y poli(alcohol vinilico). La cantidad de agente secuestrante ttil en
esta invencién es 0,5-20% en peso, preferlblemente 1-10% en peso basada en el peso total de la formulacién, lo que
representa la cantidad necesaria para prevenlr la desorcién de la proteina de la matriz de polimero y proporcionar una
manipulacién apropiada de la composicién, pero no tan grande que se evite que las células progenitoras infiltren la
matriz, proporcionando con ello a la proteina la oportunidad de favorecer la actividad osteogénica de las células proge-
nitoras. En otras composiciones, pueden combinarse las proteinas de la invencion con otros agentes beneficiosos para
el tratamiento del defecto de hueso y/o cartilago, herida, o tejido en cuestién. Estos agentes incluyen diversos factores
de crecimiento tales como factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF), factores de crecimiento transformantes (TGF-a, y TGF-f), y factor de crecimiento semejante a la insulina
(IGF).

Las composiciones terapéuticas son también valiosas actualmente para aplicaciones veterinarias. Particularmente
los animales domésticos y los caballos purasangre, ademds de los humanos, son pacientes deseados para dicho tra-
tamiento con protefnas de la presente invencion. El régimen de dosificacion de una composicién farmacéutica que
contiene una proteina a utilizar en regeneracién de tejidos serd determinado por el médico que tiene a su cargo el
tratamiento considerando diversos factores que modifican la accién de las proteinas, v.g., la cantidad de peso de tejido
que se desea formar, el sitio del deterioro, la condicién del tejido deteriorado, el tamafio de una herida, el tipo de
tejido lesionado (v.g., hueso), la edad, el sexo y la dieta del paciente, la gravedad de cualquier infeccidn, el tiempo de
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administracién y otros factores clinicos. La dosificacién puede variar con el tipo de matriz utilizado en la reconstitu-
cién y con la inclusion de otras proteinas en la composicion farmacéutica. Por ejemplo, la adicién de otros factores
de crecimiento conocidos, tales como IGF I (factor de crecimiento I semejante a la insulina), a la composicién final,
puede afectar también a la dosificacién. El progreso puede monitorizarse por evaluacién periédica del crecimiento y/o
la reparacién de tejido/hueso, por ejemplo, rayos X, determinaciones histomorfométricas y marcacién con tetraciclina.

Los polinucleétidos de la presente invencion pueden utilizarse también para terapia génica. Tales polinucle6tidos
pueden introducirse in vivo o ex vivo en células para expresién en un individuo mamifero. Los polinucleétidos de
la invencion pueden administrarse también por otros métodos conocidos para introduccién de dcido nucleico en una
célula u organismo (incluyendo, sin limitacién, la forma de vectores virales o0 DNA desnudo). Las células pueden
cultivarse también ex vivo en presencia de proteinas de la presente invencién con objeto de proliferar o producir
un efecto deseado sobre o actividad en dichas células. Las células tratadas pueden introducirse luego in vivo para
propdsitos terapéuticos.

7.8. Dosis eficaz

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso en la presente invencién incluyen composiciones en las cua-
les los ingredientes activos estdn contenidos en una cantidad eficaz para alcanzar su finalidad propuesta. De modo mas
especifico, una cantidad terapéuticamente eficaz significa una cantidad eficaz para prevenir el desarrollo de o aliviar
los sintomas existentes del individuo que se esté tratando. La determinacion de las cantidades eficaces estd dentro de
la capacidad de los expertos en la técnica, teniendo en cuenta especialmente la exposicion detallada proporcionada
en esta memoria. Para cualquier compuesto utilizado en el método de la invencidn, la dosis terapéuticamente eficaz
puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo de células. Por ejemplo, puede formularse una dosis en
modelos animales para alcanzar un intervalo de concentracién circulante que incluye el valor Cls, como se determina
en cultivo de células (es decir, la concentracién del compuesto de ensayo que alcanza una inhibicién semi-maxima de
la actividad de proteinasa C). Dicha informacion puede utilizarse para determinar mds exactamente las dosis utiles en
humanos.

Una dosis terapéuticamente eficaz hace referencia a aquella cantidad del compuesto que da como resultado la
mejora de los sintomas o una prolongacién de la supervivencia en un paciente. La toxicidad y eficacia terapéutica de
tales compuestos pueden determinarse por procedimientos farmacéuticos estdndar en cultivos de células o en animales
experimentales, v.g., para la determinacién del valor DL, (la dosis letal para el 50% de la poblacién) y el valor
DE;5, (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacién). La relacidn de dosis entre los efectos téxicos y
terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse como la relacion entre DLs, y DEs,. Se prefieren compuestos
que exhiban altos indices terapéuticos. Los datos obtenidos a partir de estos ensayos en cultivo de células y estudios
en animales pueden utilizarse en la formulacién de una gama de dosificacion para uso en humanos. La dosificacién de
tales compuestos estd comprendida preferiblemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen
el valor DEs, con poca o ninguna toxicidad. La dosificacién puede variar dentro de este intervalo dependiendo de
la forma de dosificacion empleada y la ruta de administracién utilizada. La formulacién, ruta de administracion y
dosificacién exactas pueden seleccionarse por el médico individual teniendo en cuenta el estado del paciente. Véase,
v.g., Fingl et al., 1975, en “The Pharmacological Basis of Therapeutics”, Cap. 1, p. 1. La cantidad y el intervalo de las
dosis pueden ajustarse individualmente a fin de proporcionar niveles en del resto activo plasma que sean suficientes
para mantener los efectos inhibidores de la proteinasa C, o la concentracién eficaz minima (MEC). El valor MEC
variard para cada compuesto, pero puede estimarse a partir de datos in vitro; por ejemplo, la concentracién necesaria
para alcanzar 50-90% de inhibicién de la proteinasa C utilizando los ensayos descritos en esta memoria. Las dosis
necesarias para alcanzar el valor MEC dependerdn de las caracteristicas individuales y la ruta de administracién. Sin
embargo, pueden utilizarse ensayos HPLC o bioensayos a fin de determinar las concentraciones en plasma.

Los intervalos de dosificacion pueden determinarse también utilizando el valor MEC. Los compuestos deben admi-
nistrarse utilizando un régimen que mantenga niveles en plasma superiores al MEC durante el 10-90% del tiempo, con
preferencia entre 30 y 90%, y muy preferiblemente entre 50 y 90%. En los casos de administracion local o absorcion
selectiva, la concentracién local eficaz del farmaco puede no estar relacionada con la concentracién en plasma.

Un régimen de dosificacién ilustrativo para los polipéptidos IL-1 Hy2 de la invencién estard comprendido en el
intervalo de aproximadamente 0,01 a 100 mg/kg de peso corporal diariamente, siendo la dosis preferida aproximada-
mente 0,1 a 25 mg/kg de peso corporal del paciente al dia, variando en adultos y nifios. La dosificacién puede realizarse
una sola vez al dia, o pueden suministrarse dosis equivalentes a intervalos mas largos o mds cortos.

La cantidad de composicién administrada dependerd, por supuesto, del individuo que se esté tratando, la edad y
el peso del individuo, la gravedad de la afliccidn, el modo de administracion y el criterio del médico que prescribe el
tratamiento.

7.9. Envasado

Las composiciones pueden, en caso deseado, presentarse en un envase o dispositivo de dispensacién que puede
contener una o mas formas de dosificacion unitaria que contienen el ingrediente activo. El envase puede, por ejemplo,
comprender lamina metélica o de pléstico, tal como un envase burbuja. El envase o dispositivo suministrador puede
ir acompafiado de instrucciones para la administraciéon. También pueden prepararse composiciones que comprenden
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un compuesto de la invencién formulado en un vehiculo farmacéuticamente compatible, disponerse en un recipiente
apropiado, y etiquetarse para tratamiento de una afeccién indicada.

8. Anticuerpos

Otro aspecto de la invencién es un anticuerpo que se fija especificamente al polipéptido de la invencién. Tales
anticuerpos pueden ser anticuerpos monoclonales o policlonales, asi como fragmentos de los mismos y formas huma-
nizadas o formas totalmente humanas, tales como las producidas en animales transgénicos. La invencién proporciona
adicionalmente un hibridoma que produce un anticuerpo de acuerdo con la invencién. Los anticuerpos de la invencién
son ttiles para deteccion y/o purificacion de los polipéptidos de la invencién.

La proteina de la invencién puede utilizarse también para inmunizar animales a fin de obtener anticuerpos policlo-
nales y monoclonales que reaccionan especificamente con la proteina. Tales anticuerpos pueden obtenerse utilizando la
proteina entera o fragmentos de la misma como un inmundgeno. Los inmunégenos peptidicos pueden contener adicio-
nalmente un residuo cisteina en el término carboxilo, y estdn conjugados a un hapteno tal como hemocianina de lapa
bocallave (KLH). Métodos para sintetizar tales péptidos se conocen en la técnica, por ejemplo, como en R.P. Merri-
field, J. Amer. Chem. Soc. 85, 2149-2154 (1963); J.L. Krstenansky, ef al., FEBS Lett. 211, 10 (1987). Anticuerpos
monoclonales que se fijan a la proteina de la invencién pueden ser agentes de diagnéstico ttiles para la inmunodetec-
cién de la protefna. Los anticuerpos monoclonales neutralizantes que se fijan a la proteina pueden ser también agentes
terapéuticos utiles tanto para afecciones asociadas con la proteina como en el tratamiento de algunas formas de cancer
en las que estd implicada una expresion anormal de la proteina. En el caso de las células cancerosas o células leucé-
micas, pueden ser ttiles anticuerpos monoclonales neutralizantes contra la proteina en la deteccién y prevencion de la
propagacioén metastasica de las células cancerosas, que puede estar mediada por la proteina. En general, métodos para
preparacion de anticuerpos policlonales y monoclonales, asi como hibridomas capaces de producir el anticuerpo de-
seado son bien conocidos en la técnica (Campbell, A.M., Monoclonal Antibodies Technology: Laboratory Techniques
in Biochemistry and Molecular Biology, Elsevier Science Publishers, Amsterdam, The Netherlands (1984); St. Groth
et al., J. Immunol. 35:1-21 (1990); Kohler and Milstein, Nature 256:495-497 (1975)), la técnica del trioma, la técnica
del hibridoma de las células B humanas (Kozbor et al., Immunology Today 4:72 (1983); Cole et al., en Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc. (1985), pp. 77-96).

Cualquier animal (ratén, conejo, etc.) que se sabe produce anticuerpos puede inmunizarse con un péptido o poli-
péptido de la invencidén. Métodos para inmunizacién son bien conocidos en la técnica. Tales métodos incluyen inyec-
cién subcutdnea o intraperitoneal del polipéptido. Un experto en la técnica reconocera que la cantidad de la proteina
codificada por el ORF de la presente invencién utilizado para inmunizacién variard sobre la base del animal que se
inmuniza, la antigenicidad del péptido y el sitio de inyeccion. La proteina que se utiliza como inmundgeno puede
modificarse o administrarse en un adyuvante a fin de aumentar la antigenicidad de la proteina. Métodos para aumentar
la antigenicidad de una proteina son bien conocidos en la técnica e incluyen, pero sin carcter limitante, acoplamiento
del antigeno con una proteina heter6loga (tal como globulina o S-galactosidasa) o la inclusién de un adyuvante durante
la inmunizacién.

Para los anticuerpos monoclonales, se extraen células del bazo de los animales inmunizados, se fusionan con cé-
lulas de mieloma, tales como células de mieloma SP2/0-Agl4, y se deja que se conviertan en células de hibridoma
productoras de anticuerpos monoclonales. Puede utilizarse uno cualquiera de varios métodos bien conocidos en la téc-
nica para identificar la célula de hibridoma que produce un anticuerpo con las caracteristicas deseadas. Estos incluyen
seleccion de los hibridomas con un ensayo ELISA, andlisis por transferencia Western, o radioinmunoensayo (Lutz et
al., Exp. Cell. Research. 175:109-124 (1988)).

Los hibridomas que secretan los anticuerpos deseados se clonan y se determinan la clase y subclase utilizando
procedimientos conocidos en la técnica (Campbell, A.M., Monoclonal Antibody Technology: Laboratory Techniques
in Biochemistry and Molecular Biology, Elsevier Science Publishers, Amsterdam, Paises Bajos (1984)). Las técnicas
descritas para la produccién de anticuerpos monocatenarios (Patente U.S. 4.946.778) pueden adaptarse para producir
anticuerpos monocatenarios para las proteinas de la presente invencion.

Para los anticuerpos policlonales, el antisuero que contiene los anticuerpos se aisla del animal inmunizado y se
explora en cuanto a la presencia de anticuerpos con la especificidad deseada utilizando uno de los procedimientos arri-
ba descritos. La presente invencion proporciona adicionalmente los anticuerpos arriba descritos en forma marcada de
modo detectable. Los anticuerpos pueden marcarse del modo detectable mediante el uso de radiois6topos, marcado-
res de afinidad (tales como biotina, avidina, etc.), marcadores enzimadticos (tales como peroxidasa de rdbano picante,
fosfatasa alcalina, etc.), marcadores fluorescentes (tales como FITC o rodamina, etc.), &tomos paramagnéticos, etc.
Los procedimientos para realizar dicha marcacién son bien conocidos en la técnica, por ejemplo, véase (Sternberger,
L.A. et al., J. Histochem. Cytochem. 18:315 (1970); Bayer, E.A. et al., Meth. Enzym. 62:308 (1979); Engval, E. et al.,
Immunol. 109:129 (1972); Goding, J.W. J. Immunol. Meth. 13:215 (1976)).

Los anticuerpos marcados de la presente invencion pueden utilizarse para ensayos in vitro, in vivo, € in situ a fin de
identificar células o tejidos en los cuales se expresa un fragmento del polipéptido de interés. Los anticuerpos pueden
utilizarse también directamente en terapias u otros diagndsticos. La presente invencién proporciona adicionalmente
los anticuerpos arriba descritos inmovilizados sobre un soporte sélido. Ejemplos de tales soportes sélidos incluyen
plasticos tales como policarbonato, carbohidratos complejos tales como agarosa y sefarosa, resinas acrilicas y tales
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como bolitas de poliacrilamida y latex. Métodos para acoplamiento de anticuerpos a tales soportes sélidos son bien
conocidos en la técnica (Weir, D.M. et al., “Handbook of Experimental Immunology” 4th Ed., Blackwell Scientific
Publications, Oxford, Inglaterra, Capitulo 10 (1986); Jacoby, W.D. et al., Meth. Enzym. 34 Academic Press, N.Y.
(197)). Los anticuerpos inmovilizados de la presente invencion pueden utilizarse para ensayos in vitro, in vivo € in Situ
asi como para purificacion por inmuno-afinidad de las proteinas de la presente invencion.

9. Secuencias legibles por ordenador

En una aplicacion de esta realizacion, una secuencia de nucledtidos de la presente invencion puede registrarse en
medios legibles por ordenador. Tal como se utiliza en esta memoria, “medios legibles por ordenador” hace referencia
a cualquier medio que pueda ser leido y al cual pueda accederse directamente por un ordenador. Medios de este tipo
incluyen, pero sin caricter limitante: medios de almacenamiento magnéticos, tales como discos flexibles, medios de
almacenamiento en disco duro, y cinta magnética; medios de almacenamiento pticos tales como CD-ROM; medios
de almacenamiento eléctricos tales como RAM o ROM; e hibridos de estas categorias tales como medios de almacena-
miento magnético/dpticos. Un profesional experto puede apreciar ficilmente de qué modo pueden utilizarse cualquiera
de los medios legibles por ordenador conocidos actualmente para crear un producto fabricado que comprenda un me-
dio legible por ordenador que tenga registrada en €l una secuencia de nucleétidos de la presente invencion. Tal como
se utiliza en esta memoria, “‘registrado” hace referencia a un proceso para almacenar informacién en un medio legible
por ordenador. Un profesional experto puede adoptar ficilmente cualquiera de los medios conocidos actualmente para
registrar informacién en un medio legible por ordenador a fin de generar productos fabricados que comprendan la
informacién de secuencias de los nucledtidos de la presente invencion.

Una diversidad de estructuras de almacenamiento de datos estdn disponibles para un profesional experto a fin de
crear un medio legible por ordenador que tenga registrada en el mismo una secuencia de nucledtidos de la presente
invencién. La eleccion de la estructura de almacenamiento de datos estard basada generalmente en el medio selec-
cionado para acceder a la informacién almacenada. Adicionalmente, pueden utilizarse una diversidad de programas
y formatos de procesamiento de datos a fin de almacenar la informacién de secuencias de nucleétidos de la presente
invencién en un medio legible por ordenador. La informacién de secuencias puede representarse en un archivo de texto
de tratamiento de textos, formateado en un soporte 16gico disponible comercialmente tal como WordPerfect y Micro-
soft Word, o representarse en la forma de un archivo ASCII, almacenado en una aplicacién de base de datos, tal como
DB2, Sybase, Oracle, o andlogas. Un profesional experto puede adaptar facilmente cualquier nimero de formatos de
estructuracion de procesadores de datos (v.g., archivo de texto o base de datos) con objeto de obtener un medio legible
por ordenador que tenga registrada en el mismo la informacion de secuencias de nucleétidos de la presente invencion.
Por proporcionar la secuencia de nucleétidos de SEQ ID: 1, 12, 14 o un fragmento representativo de las mismas, o
una secuencia de nucledtidos que es idéntica al menos en un 99,9% a SEQ ID NOS: 1, 12 6 14 en forma legible por
ordenador, un profesional experto puede acceder rutinariamente a la informacién de secuencias para una diversidad de
fines. Esta disponible comercialmente soporte 16gico por ordenador que permite a un profesional experto acceder a la
informacién de secuencias proporcionada en un medio legible por ordenador. Los ejemplos que siguen demostraran
de qué modo se utiliza un soporte 16gico que implementa los algoritmos de bisqueda BLAST (Altschul et al., J. Mol.
Biol. 315:403-410 (1990)) y BLAZE (Brutlag et al., Comp. Chem. 17:203-207 (1993)) en un sistema Sybase para
identificar marcos de lectura abiertos (ORFs) en una secuencia de dcido nucleico. Tales ORFs pueden ser fragmentos
codificantes de proteinas y pueden ser ttiles en la produccién de proteinas comercialmente importantes tales como las
enzimas utilizadas en reacciones de fermentacion y en la produccién de metabolitos comercialmente ttiles.

Como se utiliza en esta memoria, “un sistema basado en ordenador” hace referencia al medio de soporte fisico,
al medio de soporte 16gico, y a los medios de almacenamiento de datos utilizados para analizar la informacién de
secuencias de nucleétidos de la presente invencion. El medio de soporte fisico minimo de los sistemas basados en el
ordenador de la presente invencién comprende una unidad central de procesamiento (CPU), medios de entrada, medios
de salida, y medios de almacenamiento de datos. Un profesional experto puede apreciar facilmente que uno cualquiera
de los sistemas basados en ordenador disponibles actualmente es adecuado para uso en la presente invencién. Como se
ha expuesto anteriormente, los temas basados en ordenador de la presente invencién comprenden un medio de alma-
cenamiento de datos que tiene almacenada en €l una secuencia de nucledtidos de la presente invencién y los medios
de soporte fisico y soporte 16gico necesarios para soportar e implementar un medio de bisqueda. Como se utiliza
en esta memoria, “medios de almacenamiento de datos” se refiere a una memoria que puede almacenar informacién
de secuencias de los nucledtidos de la presente invencién, o un medio de acceso a la memoria que puede dar acceso
a productos fabricados que tienen registrada en ellos la informacién de secuencias de los nucleétidos de la presente
invencion.

Como se utiliza en esta memoria, “medios de bisqueda” hace referencia a uno o mas programas que estan im-
plementados en el sistema basado en ordenador para comparar una secuencia diana o un contenido estructural diana
con la informacién de secuencias almacenada en los medios de almacenamiento de datos. Los medios de busqueda
se utilizan para identificar fragmentos o regiones de una secuencia conocida que coinciden con una secuencia diana o
motivo diana particular. Existen una diversidad de algoritmos conocidos se han descrito ptiblicamente y una diversidad
de soportes 16gicos disponibles comercialmente para conducir medios de busqueda, y pueden utilizarse en los sistemas
basados en ordenador de la presente invencion. Ejemplos de dicho soporte 16gico incluyen, pero sin cardcter limitante,
MacPattern (EMBL), BLASTN y BLASTA (NPOLYPEPTIDEIA). Un profesional experto puede conocer facilmente
que uno cualquiera de los algoritmos disponibles o la implementacion de paquetes de soporte 16gico para conducir
bisquedas de homologia puede adaptarse para uso en los presentes sistemas basados en ordenador. Como se utiliza
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en esta memoria, una “secuencia diana” puede ser cualquier secuencia de dcido nucleico o de aminodcidos de seis o
mds nucleétidos o dos o mds aminodcidos. Un profesional experto puede reconocer facilmente que cuanto mas larga
es una secuencia diana, tanto menos probablemente estard presente una secuencia diana como aparicién aleatoria en
la base de datos. La longitud de secuencia mds preferida de una secuencia diana es de aproximadamente 10 a 100
aminodcidos o de aproximadamente 30 a 300 residuos de nucledtidos. Sin embargo, estd perfectamente reconocido
que las busquedas para fragmentos comercialmente importantes, tales como fragmentos de secuencias implicados en
la expresion génica y el procesamiento de proteinas, pueden ser de longitud mds corta.

Como se utiliza en esta memoria, “un motivo estructural diana”, o “motivo diana”, hace referencia a cualquier se-
cuencia o combinacién de secuencias seleccionada racionalmente en la cual Ia o las secuencias se seleccionan sobre la
base de una configuracién tridimensional que se forma después del plegamiento del motivo diana. Existen una diversi-
dad de motivos diana conocidos en la técnica. Motivos diana proteinicos incluyen, pero sin caracter limitante, sitios de
enzimas activas y secuencias sefial. Motivos diana de 4cido nucleico incluyen, pero sin carcter limitante, secuencias
promotoras, estructuras en horquilla y elementos de expresion inducibles (secuencias de fijacién de proteinas).

10. Formacion de la triple hélice

Adicionalmente, los fragmentos de la presente invencién, como se ha descrito en lineas generales, pueden utilizarse
para controlar la expresion génica por la formacién de la triple hélice o de DNA o RNA antisentido, estando basados
ambos métodos en la fijacion de una secuencia de polinucledtidos a DNA o RNA. Los polinucledtidos adecuados para
uso en estos métodos tienen usualmente una longitud de 20 a 40 bases y estdn disefiados para ser complementarios
a una regién del gen implicada en la transcripcion (triple hélice - véase Lee et al., Nucl. Acids Res. 6:3073 (1979);
Cooney et al., Science 15241:456 (1988); y Dervan et al., Science 251: 1360 (199)) o al propio mRNA (antisenti-
do - Olmo, J. Neurochem. 56:560 (1991); Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene Expression, CRC
Press, Boca Raton, FL (198)). La formacién de la triple hélice da como resultado éptimamente una interrupcion de la
transcripcién de RNA a partir de DNA, en tanto que la hibridacién de RNA antisentido bloquea la traduccién de una
molécula de mRNA en polipéptido. Ambas técnicas han demostrado ser eficaces en sistemas modelo. La informacién
contenida en las secuencias de la presente invencién es necesaria para el disefio de un oligonucleétido antisentido o de
triple hélice.

11. Ensayos y kits de diagnostico

La presente invencién proporciona adicionalmente métodos para identificar la presencia o expresion de uno de
los ORFs de la presente invencién, u homélogo del mismo, en una muestra de ensayo, utilizando una sonda de 4cido
nucleico o los anticuerpos de la presente invencion.

En general, los métodos para inyectar un polinucledtido de la invenciéon pueden comprender poner en contacto
una muestra con un compuesto que se fija a y forma un complejo con el polinucleétido durante un periodo de tiempo
suficiente para formar el complejo, y detectar el complejo, de tal manera que si se detecta un complejo, se detecta
un polinucleétido de la invencién en la muestra. Tales métodos pueden comprender también poner en contacto una
muestra en condiciones de hibridacién severa con iniciadores de dcido nucleico que se reasocian a un polinucleétido
de la invencidn en tales condiciones, y amplificar los polinucleétidos reasociados, de tal modo que si se amplifica un
polinucleétido, se detecta un polinucleétido de la invencién en la muestra.

En general, los métodos para detectar un polipéptido de la invencién pueden comprender poner en contacto una
muestra con un compuesto que se fija a y forma un complejo con el polipéptido durante un periodo suficiente para
formar el complejo, y detectar el complejo, de tal modo que si se detecta un complejo, se detecta un polipéptido de la
invencién en la muestra. En detalle, tales métodos comprenden incubar una muestra de ensayo con uno o mas de los
anticuerpos o una o mds de las sondas de 4cido nucleico de la presente invencién y ensayar en cuanto a la fijacién de
las sondas de 4cido nucleico o anticuerpos a componentes existentes en la muestra de ensayo.

Las condiciones para incubar una sonda de 4cido nucleico o anticuerpo con una muestra de ensayo varian. Las
condiciones de incubacién dependen del formato empleado en el ensayo, de los métodos de deteccién empleados, y
del tipo y la naturaleza de la sonda de dcido nucleico o anticuerpo utilizados en el ensayo. Un experto en la técnica
reconocerd que uno cualquiera de los formatos de ensayo de hibridacién, amplificacién o inmunolégicos disponi-
bles comuinmente puede adaptarse ficilmente para emplear las sondas de 4cido nucleico o anticuerpos de la presente
invencién. Ejemplos de tales ensayos pueden encontrarse en Chard, T., An Introduction to Radioimmunoassay and
Related Techniques, Elsevier Science Publishers, Amsterdam, The Netherlands (1986); Bullock, G.R. et al., Tech-
niques in Immunocytochemistry, Academic Press, Orlando, FL Vol. 1 (1982), Vol. 2 (1983), Vol. 3 (1985); Tijssen,
P., Practice and Theory of immunoassays: Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Elsevier
Science Publishers, Amsterdam, The Netherlands (1985). Las muestras de ensayo de la presente invencion inclu-
yen células, extractos de proteinas o de membranas celulares, o fluidos bioldgicos tales como esputos, sangre, suero,
plasma, u orina. La muestra de ensayo utilizada en el método arriba descrito variard dependiendo del formato de
ensayo, la naturaleza del método de deteccién y los tejidos, células o extractos utilizados como la muestra a en-
sayar. Métodos para preparacion de extractos de proteinas o extractos de membranas celulares son bien conocidos
en la técnica y pueden adaptarse facilmente con objeto de obtener una muestra que sea compatible con el sistema
utilizado.
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En otra realizacién de la presente invencion, se proporcionan kits que contienen los reactivos necesarios para
realizar los ensayos de la presente invencion. Especificamente, la invencién proporciona un kit de compartimientos
que aloja, en confinamiento estrecho, uno o mds recipientes que comprenden: (a) un primer recipiente que comprende
una o més de las sondas o anticuerpos de la presente invencién; y (b) uno o més recipientes adicionales que comprenden
uno o mas de los siguientes: reactivos de lavado, reactivos capaces de detectar la presencia de una sonda o anticuerpo
fijado(a).

En detalle, un kit de compartimientos incluye cualquier kit en el cual los reactivos estan contenidos en recipientes
separados. Tales recipientes incluyen pequefos recipientes de vidrio, recipientes de plastico o tiras de plastico o papel.
Tales recipientes permiten a una persona transferir eficientemente reactivos desde un compartimiento a otro compar-
timiento de tal modo que las muestras y reactivos no se contaminen cruzadamente, y los agentes o soluciones de
cada recipiente pueden afiadirse de manera cuantitativa desde un compartimiento a otro. Dichos recipientes incluirdn
un recipiente que aceptard la muestra de ensayo, un recipiente que contiene los anticuerpos utilizados en el ensayo,
recipientes que contienen reactivos de lavado (tales como solucién salina tamponada con fosfato, tampones Tris, etc.),
y recipientes que contienen los reactivos utilizados para detectar el anticuerpo o sonda fijado(a). Tipos de reactivos
de deteccidn incluyen sondas de 4cido nucleico marcadas, anticuerpos secundarios marcados, o como alternativa, si
el anticuerpo primario estd marcado, los reactivos enziméticos o reactivos de fijacién de anticuerpos que son capaces
de reaccionar con el anticuerpo marcado. Una persona con experiencia en la técnica reconocerd facilmente que las
sondas y anticuerpos descritos(as) de la presente invencién pueden incorporarse facilmente en uno de los formatos de
kit establecidos que son bien conocidos en la técnica.

12. Obtencion de imdgenes médicas

Los nuevos polipéptidos IL-1 Hy2 de la invencidn son ttiles en la obtencién de imdgenes médicas, v.g., obten-
cién de imdgenes del sitio de infeccidn, inflamacidn, y otros sitios que tienen moléculas receptoras antagonistas del
receptor de Interleuquina-1. Véase, v.g., Kunkel et al., patente U.S. No. 5.413.778. Tales métodos implican fijacién
quimica de un agente marcador, administracién del polipéptido IL-1 Hy2 marcado a un individuo en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, y obtencidn de imédgenes del polipéptido IL-1 Hy2 marcado in vivo en el sitio diana.

13. Ensayos de Seleccion

Utilizando las proteinas y polinucleétidos aislados de la invencién, la presente invencién proporciona adicional-
mente métodos de obtencién e identificacién de agentes que se fijan a un polipéptido codificado por el ORF a partir de
un polinucleétido con una secuencia de SEQ ID NOS: 1, 12 6 14 a un dominio especifico del polipéptido codificado
por el 4cido nucleico, o a un 4dcido nucleico con una secuencia de SEQ ID NOS: 1, 12 6 14. En detalle, dicho método
comprende los pasos de:

(a) poner en contacto una gente con una proteina aislada codificada por un ORF de la presente invencién, o dcido
nucleico de la invencidn; y

(b) determinar si el agente se fija a dicha proteina o dicho dcido nucleico.

En general, por tanto, tales métodos para identificaciéon de compuestos que se fijan a un polinucleétido de la
invencién pueden comprender poner en contacto un compuesto con un polinucledtido de la invencién durante un
tiempo suficiente para formar un complejo polinucledtido/compuesto, y detectar el complejo, de tal modo que si
se detecta un complejo polinucledtido/compuesto, se identifica un compuesto que se fija a un polinucledtido de la
invencion.

Andlogamente, por lo general, por tanto, tales métodos para identificar compuestos que se fijan a un polipéptido
de la invencién pueden comprender poner en contacto un compuesto con un polipéptido de la invencién durante un
tiempo suficiente para formar un complejo polipéptido/compuesto, y detectar el complejo, de tal modo que si se detecta
un complejo polipéptido/compuesto, se identifica un compuesto que se fija a un polinucleétido de la invencion.

Meétodos para identificar compuestos que se fijan a un polipéptido de la invencién pueden comprender también
poner en contacto un compuesto con un polipéptido de la invencién en una célula durante un tiempo suficiente para
formar un complejo polipéptido/compuesto, en el cual el complejo dirige la expresidn de una secuencia de gen receptor
en la célula, y detectar el complejo por deteccién de la expresion de la secuencia del gen informador, de tal manera
que si se detecta un complejo polipéptido/compuesto, se identifica un compuesto que se fija a un polipéptido de la
invencion.

Compuestos identificados por dichos métodos pueden incluir compuestos que modulan la actividad de un polipép-
tido de la invencion (es decir, aumentan o disminuyen su actividad, con relacion a la actividad observada en ausencia
del compuesto). Alternativamente, los compuestos identificados por tales métodos pueden incluir compuestos que mo-
dulan la expresién de un polinucleétido de la invencién (es decir, aumentan o disminuyen la expresion con relacion a
los niveles de expresidon observados en ausencia de compuestos). Compuestos, tales como los compuestos identifica-
dos por los métodos de la invencién, pueden ensayarse utilizando ensayos estandar bien conocidos por los expertos en
la técnica por su capacidad para modular la actividad/expresion.
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Los agentes seleccionados en el ensayo anterior pueden ser, pero sin cardcter limitante, péptidos, carbohidratos,
derivados de vitaminas, u otros agentes farmacéuticos. Los agentes pueden seleccionarse y clasificarse aleatoriamente
o seleccionarse o disefiarse racionalmente utilizando técnicas de modelizacién de proteinas.

Para exploracion aleatoria, agentes tales como péptidos, carbohidratos, agentes farmacéuticos y andlogos se se-
leccionan aleatoriamente y se ensayan respecto a su capacidad para fijarse a la proteina codificada por el ORF de la
presente invencién. Como alternativa, los agentes pueden seleccionarse o disefiarse racionalmente. Como se utiliza
en esta memoria, se dice que un agente estd “seleccionado o disefiado racionalmente” cuando el agente se selecciona
sobre la base de la configuracién de la proteina particular. Por ejemplo, un experto en la técnica puede adaptar facil-
mente los procedimientos disponibles actualmente para generar péptidos, agentes farmacéuticos y andlogos capaces
de fijarse a una secuencia especifica de péptidos con objeto de generar péptidos antipeptidicos disefiados racionalmen-
te, por ejemplo véase Hurby et al., “Application of Synthetic Peptides: Antisense Peptides”, In Synthetic Peptides, A
User’s Guide, W.H. Freeman, NY (1992), pp. 289-307, y Kaspczak et al., Biochemistry 28: 9230-8 (1989), o agentes
farmacéuticos, o andlogos.

Ademads de los agentes anteriores, una clase de agentes de la presente invencién, como se describe en lineas
generales, pueden utilizarse para controlar la expresién génica por fijacién a uno de los ORFs o EMFs de la presente
invencién. Como se ha descrito arriba, tales agentes pueden seleccionarse aleatoriamente o disefiar-se/seleccionarse
racionalmente. El direccionamiento de ORF o EMF permite a un profesional experto disefiar agentes especificos de
secuencia o especificos de elementos, modulando la expresion de un solo ORF o de ORFs muiltiples que estan basados
en el mismo EMF para control de la expresion. Una clase de agentes de fijacion de DNA son agentes que contienen
residuos basicos que se hibridan o forman una formacion de triple hélice por fijacion a DNA o RNA. Tales agentes
pueden estar basados en el fosfodiéster clasico, la cadena principal de 4cido ribonucleico, o pueden ser una diversidad
de derivados de sulthidrilo o polimeros que tienen capacidad de fijacion de bases.

Los agentes adecuados para uso en estos métodos contienen usualmente 20 a 40 bases y estdn disefiados para ser
complementarios a una regién del gen implicado en la transcripcién (triple hélice - véase Lee et al., Nucl. Acids Res.
6:3073 81979); Cooney et al., Science 241:456 (1988); y Dervan et al., Science 251: 1360 (1991)) o al mRNA pro-
piamente dicho (antisentido - Okano, J. Neurochem. 56: 560 (1991); Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors
of Gene Expression, CRC Press, Boca Raton, FL (1988)). La formacién de triple hélice da dpticamente como resul-
tado una parada de la transcripciéon de RNA por el DNA, mientras que la hibridacién de RNA antisentido bloquea la
traduccion de una molécula de mRNA en polipéptido. Se ha demostrado que ambas técnicas son eficaces en sistemas
modelo. La informacién contenida en las secuencias de la presente invencion es necesaria para el disefio de un oligo-
nucledtido antisentido o de triple hélice y otros agentes de fijaciéon de DNA. Los agentes que se fijan a una proteina
codificada por uno de los ORFs de la presente invencion pueden utilizarse como agente de diagndstico, en el control
de infecciones bacterianas por modulacién de la actividad de la proteina codificada por el ORF. Los agentes que se
fijan a una proteina codificada por uno de los ORFs de la presente invencién pueden formularse utilizando técnicas
conocidas para generar una composicion farmacéutica.

14. Uso de dcidos nucleicos como sondas

Otro aspecto de la presente invencién es proporcionar sondas de hibridacién de acido nucleico especificas de
polipéptidos, capaces de hibridarse con secuencias de nucledtidos existentes naturalmente. Las sondas de hibridacién
de la presente invencién pueden derivarse de la secuencia de nucleétidos de las SEQ ID NOS: 1, 12 6 14. Dado que
el gen correspondiente se expresa Unicamente en un nimero limitado de tejidos, especialmente tejidos adultos, puede
utilizarse una sonda de hibridacién derivada de SEQ ID NOS: 1, 12 6 14 como indicador de la presencia de RNA del
tipo de célula de dicho tejido en una muestra.

Puede emplearse cualquier técnica de hibridacion adecuada, tal como, por ejemplo, hibridacién in situ. La PCR
como se describe en las patentes US Nums. 4683195 y 4965188 proporciona usos adicionales para los oligonucleétidos
basados en las secuencias de nucledtidos. Dichas sondas utilizadas en PCR pueden ser de origen recombinante, pueden
sintetizarse quimicamente, o una mezcla de ambos tipos. La sonda comprenderd una secuencia de nucleétidos discreta
para la deteccién de secuencias idénticas o una agrupacién degenerada de secuencias posibles para identificacion de
secuencias gendmicas estrechamente afines.

Otros medios para producir sondas de hibridacion especificas para dcidos nucleicos incluyen la clonacién de se-
cuencias de 4cido nucleico en vectores para la produccién de sondas de mRNA. Tales vectores son conocidos en la
técnica y estdn disponibles comercialmente, pudiendo utilizarse para sinterizar sondas de RNA in vitro por medio de la
adicién de la RNA-polimerasa apropiada tal como RNA-polimerasa T7 o SP6 y los nucleétidos apropiados marcados
radiactivamente. Las secuencias de nucle6tidos pueden utilizarse para construir sondas de hibridacién para mapeado
de sus secuencias gendmicas respectivas. La secuencia de nucleétidos proporcionada en esta memoria puede mapearse
a un cromosoma o regiones especificas de un cromosoma utilizando técnicas de mapeado genético y/o cromosomi-
co bien conocidas. Estas técnicas incluyen hibridacion in situ, andlisis de enlaces contra marcadores cromosémicos
conocidos, seleccion de hibridacién con genotecas o preparaciones cromosémicas clasificadas por separacion de flu-
jo, especificas para cromosomas conocidos, etcétera. La técnica de hibridacion fluorescente in sifu de extensiones de
cromosomas ha sido descrita, entre otros lugares, en Verma et al (1988) Human Chromosomes: A Manual of Basic
Techniques, Pergamon Press, Nueva York, NY.
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La hibridacién fluorescente in situ de preparaciones cromosdmicas y otras técnicas fisicas de mapeado de cromoso-
mas pueden correlacionarse con datos de mapas genéticos adicionales. Ejemplos de datos de mapas genéticos pueden
encontrarse en la publicacion 1994 Genome Issue of Science (265:1981f). La correlacién entre la localizacién de un
dcido nucleico en un mapa cromosémico fisico y una enfermedad especifica (o predisposicién para una enfermedad
especifica) puede ayudar a delimitar la region del DNA asociada con dicha enfermedad genética. Las secuencias de
nucleétidos de la presente invencion pueden utilizarse para detectar diferencias en secuencias génicas entre individuos
normales, portadores o afectados. La secuencia de nucleétidos puede utilizarse para producir polipéptidos purificados
utilizando métodos bien conocidos de la tecnologia del DNA recombinante. Entre las muchas publicaciones que pro-
ponen métodos para la expresion de genes después que los mismos han sido aislados se encuentra Goeddel (1990)
Gene Expression Technology, Methods and Enzymology, Vol. 185, Academic Press, San Diego. Los polipéptidos
pueden expresarse en una diversidad de células hospedadoras, sean procariotas o eucariotas. Las células hospedadoras
pueden ser de la misma especie a partir de la cual se aislé una secuencia de nucledtidos de un polipéptido particular, o
de una especie diferente. Las ventajas de producir polipéptidos por tecnologia de DNA recombinante incluyen la ob-
tencion de cantidades adecuadas de la proteina para purificacién y la disponibilidad de procedimientos de purificacién
simplificados.

14.1. Preparacion de Chips y Redes de Secuenciacion

Un ejemplo bdsico consiste en la utilizacién de 6-meros fijados a superficies de 50 micrémetros para dar un chip
con dimensiones de 3 x 3 mm que puede combinarse para dar una red de 20 x 20 cm. Otro ejemplo consiste en la
utilizacién de oligonucleétidos 9-meros fijados a una superficie de 10 x 10 micrémetros a fin de crear un chip 9-mero,
con dimensiones de 5 x 5 mm. Pueden utilizarse 4000 unidades de tales chips para crear una red de 30 x 30 cm. En
una red en la cual estan dispuestos 4000 a 16.000 oligochips formando una red cuadrada [sic]. Una placa, o coleccién
de tubos, como se representa también, puede empaquetarse con la red como parte del kit de secuenciacion.

Las redes pueden estar separadas fisicamente unas de otras o por superficies hidr6fobas. Una posible via para
utilizar la separacion por tiras hidr6fobas consiste en utilizar tecnologia tal como el Iso-Grid Microbiology System
producido por QA Laboratories, Toronto, Canad4.

Se han utilizado filtros de membrana de rejilla hidr6foba (HGMF) en microbiologia analitica de alimentos durante
aproximadamente una década, donde los mismos exhiben atracciones singulares de intervalo numérico extendido y
recuento automadtico de colonias. Una rejilla disponible comercialmente es ISO-GRID™/de QA Laboratories Ltd.
(Toronto, Canadd) que estd constituida por un cuadrado (60 x 60 cm) de polimero de polisulfona (Gelman Tuffryn
HT-450, 0,45 p de tamafio de poro) en el cual estd impresa una rejilla negra de tinta hidréfoba constituida por 1600
(40 x 40) celdillas cuadradas. Se han inoculado previamente HGMFs con suspensiones bacterianas por filtracién a
vacio y se han incubado en los medios diferenciales o selectivos de eleccidn.

Dado que el crecimiento microbiano estd confinado a celdas de la rejilla de posicién y tamafios conocidos en la
membrana, el HGMF funciona més como un aparato MPN que como un filtro convencional de placa o de membrana.
Peterkin et al. (1987) consignaron que estos HGMFs pueden utilizarse para propagar y almacenar genotecas genémicas
cuando se utilizan con un replicador de HGMF. Un instrumento de este tipo replica el crecimiento de cada una de las
1600 celdas de la ISO-GRID y permite hacer muchas copias del HGMF maestro (Peterkin et al., (1987).

Sharpe et al. (1989) utilizaron también el HGMF ISO-GRID de QA Laboratories y un contador de HGMF automé-
tico (MI-100 Interpreter) y RP-100 Replicator. Los mismos consignaron una técnica para mantenimiento y exploracién
de muchos cultivos microbianos.

Peterkin y sus colaboradores describieron posteriormente un método para exploracién de sondas de DNA utilizando
el filtro de rejilla-membrana hidréfobo (Peterkin et al., 1989). Estos autores consignaron métodos para hibridacién
efectiva de colonias directamente en HGMFs. Previamente, se habian obtenido resultados pobres debido a la baja
capacidad de fijaciéon de DNA del polimero epoxisulfona en el cual estan impresos los HGMFs. Sin embargo, Peterkin
et al (1989) consignaron que la fijacién de DNA a la superficie de la membrana se mejoraba tratando el HGMF
replicado e incubado con polietilenimina, un polication, antes del contacto con DNA. Aunque este trabajo inicial
utiliza fijacidn celular de DNA, y tiene un objetivo diferente al de la presente invencion, la metodologia descrita puede
adaptarse facilmente para el Formato 3 SBH.

Con objeto de identificar rdpidamente secuencias ttiles, Peterkin ef al. (1989) utilizaron DNA plasmidico radio-
marcado procedente de diversos clones y ensayaron su especificidad contra el DNA en los HGMFs preparados. De este
modo, el DNA de plasmidos recombinantes se exploré rdpidamente por hibridacién de colonias contra 100 organismos
sobre réplicas de HGMF que pueden prepararse fécil y reproduciblemente.

Manipulacién con chips pequefios (2-3 mm), y ejecucion paralela de miles de las reacciones [sic]. La solucién de la
invencidén consiste en mantener los chips y las sondas en las redes correspondientes. En un ejemplo, se sintetizan chips
que contienen 250.000 9-meros en una oblea de silicio en la forma de placas de 8 x 8 mM (15 uM/oligonucledtido,
Pease et al., (1994) dispuestas en formato de 8 x 12 (96 chips) con una ranura de 1 mM entre ellos. Las sondas se
afiaden sea por pipeta multicanal o red de clavijas, una sonda en cada chip. Para registrar la totalidad de 4000 6-meros
tienen que utilizarse 42 redes de chips, sea utilizando redes diferentes, o por reutilizacién de una serie de redes de
chips varias veces.
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En el caso anterior, utilizando la nomenclatura previa de la solicitud, F = 9; P = 6; y F+P = 15. Los chips pueden
tener sondas de férmula BxNn, donde x es un nimero de bases B especificadas; y n es un niimero de bases no
especificadas, de tal modo que x =4 a 10 y n = 1 a 4. Para conseguir una hibridacién mas eficiente, y evitar la posible
influencia de cualesquiera oligonucleétidos de soporte, las bases especificadas pueden estar rodeadas por bases no
especificadas, representandose asi por una formula tal como (N)nBx(N)m.

14.2. Preparacion de Oligonucledtidos Fijados a Soportes

Los oligonucle6tidos (es decir, pequeiios segmentos de dcido nucleico), pueden prepararse facilmente, por ejemplo
por sintesis directa del oligonucle6tido por medios quimicos, como se practica cominmente utilizando un sintetizador
de oligonucledtidos automatico.

Pueden prepararse oligonucledtidos fijados a soportes por cualquiera de los métodos conocidos por los expertos
en la técnica utilizando cualquier soporte adecuado tal como vidrio, poliestireno o Teflén. Una estrategia consiste
en aplicar por puntos con precisién oligonucleétidos sintetizados por sintetizadores estdndar. La inmovilizacién puede
realizarse utilizando adsorcién pasiva (Inouye & Hondo, 1990); utilizando luz ultravioleta (Nagata et al., 1985; Dahlen
et al., 1987; Morriey & Collins, 1989) o por fijacion covalente de DNA modificado en bases (Keller et al., 1988; 1989);
incorporandose todas las referencias especificamente en esta memoria.

Otra estrategia que puede emplearse es el uso de la fuerte interaccién biotina-estreptavidina como enlazador. Por
ejemplo, Broude et al., (1994) describen el uso de sondas biotiniladas, aunque éstas son sondas duplex, que se in-
movilizan sobre bolitas magnéticas recubiertas con estreptavidina. Las bolitas recubiertas con estreptavidina pueden
adquirirse de Dynal, Oslo. Por supuesto, la misma quimica de enlaces es aplicable para recubrir cualquier superficie
con estreptavidina. Las sondas biotiniladas pueden adquirirse de diversas fuentes, tales como, v.g., Operon Technolo-
gies (Alameda, CA).

Nunc Laboratories (Naperville, IL) estd vendiendo también material adecuado que podria utilizarse. Nunc Labo-
ratories han desarrollado un método por el cual puede fijarse covalentemente DNA a la superficie de un micropocillo
denominada CovaLink NH. CovaLink NH es una superficie de poliestireno injertada con grupos amino secundarios
(>NH) que sirven como cabezas de puente para acoplamiento covalente adicional. Los médulos CovaLink pueden
adquirirse de Nunc Laboratories. Las moléculas de DNA pueden fijarse a CovaLink exclusivamente en el extremo 5’
por un enlace fosforamidato, permitiendo la inmovilizacién de mds de 1 picomol de DNA (Rasmussen et al., 1991).

El uso de tiras CovaLink NH para unién covalente de moléculas de DNA en el extremo 5° ha sido descrito (Ras-
mussen et al., 1991). En esta tecnologia, se emplea un enlace fosforamidato (Chu ez al., 1983). Esto es beneficioso
dado que se prefiere la inmovilizacion utilizando un solo enlace covalente. El enlace fosforamidato une el DNA a los
grupos amino secundarios de CovaLink NH que estdn posicionados en el extremo de ramas espaciadoras insertadas
covalentemente en la superficie de poliestireno a través de una rama espaciadora de 2 nm de longitud. Para unir un
oligonucle6tido a CovaLink NH por un enlace fosforamidato, el término del oligonucledtido debe tener un grupo fos-
fato en el extremo 5°. Es quizés posible incluso fijar covalentemente biotina a CovaLink y utilizar luego estreptavidina
para unir las sondas.

De modo mads especifico, el método de la unién incluye disolver DNA en agua (7,5 ng/ul) y desnaturalizar durante
10 min a 95°C seguido por enfriamiento en hielo durante 10 min. Se afiade luego 1-metilimidazol 0,1 M enfriado en
hielo, de pH 7,0 (1-Melm;), a una concentracion final de 1-Melm; 10 mM. Se dispensa luego una solucién de ssDNA
en tiras CovaLink NH (75 ul/pocillo) que se mantienen en hielo.

Se prepara de nuevo la carbodiimida 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) 0,2 M, disuelta en 1-
Melm; 10 mM, y se afiaden 25 ul por pocillo. Las tiras se incuban durante 5 horas a 50°C. Después de incubacién, se
lavan las tiras utilizando, v.g., Nunc-Immuno Wash; primeramente se lavan 3 veces los pocillos, se impregnan luego
los mismos con solucién de lavado durante 5 min, y finalmente se lavan 3 veces (donde la solucién de lavado es NaOH
0,4 N, 0,25% SDS calentado a 50°C).

Se contempla que un método adicional adecuado para uso en la presente invencion es el descrito en la Solici-
tud de Patente PCT W090/03382 (Southern & Maskos), incorporada en esta memoria por referencia. Este método
de preparacién de un oligonucleétido fijado a un soporte implica fijacion de un reactivo de nucledsido 3’ a través
del grupo fosfato por un enlace covalente fosfodiéster a los grupos hidroxilo alifaticos llevados por el soporte. El
oligonucleétido se sintetiza luego en el nucledsido soportado y los grupos protectores se eliminan de la cadena de
oligonucledétido sintética en condiciones estandar que no escinden el oligonucleétido del soporte. Reactivos adecuados
incluyen nucledsido-fosforamidito y nucledsido-hidrégeno-fosforato.

Puede emplearse una estrategia que utiliza chips para la preparaciéon de sondas de DNA para la preparacion de
redes de sondas de DNA. Por ejemplo, se puede emplear fotodesproteccién direccionable activada por ldser en la
sintesis quimica de oligonucleé6tidos directamente sobre una superficie de vidrio, como ha sido descrito por Fodor
et al. (1991), que se incorpora en esta memoria por referencia. Pueden inmovilizarse también sondas sobre soportes
de nailon como ha sido descrito por Van Ness ef al. (1991); o enlazarse a Teflon utilizando el método de Duncan &
Cavalier (1988); incorpordndose especificamente todas las referencias en esta memoria.
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La unién de un oligonucleétido a un soporte de nailon, como ha sido descrito por Van Ness et al. (1991), requiere
la activacién de la superficie de nailon por alquilacién y activacion selectiva de la amina 5° de oligonucleétidos con
cloruro ciandrico.

Una via particular para preparar oligonucledtidos fijados a un soporte consiste en utilizar la sintesis generada por
luz descrita por Pease et al., (1994, incorporada en esta memoria por referencia). Estos autores utilizaron técnicas foto-
litograficas corrientes para generar redes de sondas oligonucleotidicas inmovilizadas (chips de DNA). Estos métodos,
en los cuales se utiliza luz para dirigir la sintesis de sondas oligonucleotidicas en redes de alta densidad miniaturizadas,
utilizan N-acil-desoxinucledsido-fosforamiditos fotoldbiles protegidos en 5°, quimica de enlazadores de superficie y
estrategias versdtiles de sintesis combinatoria. De esta manera puede generarse una matriz de 256 sondas oligonucleo-
tidicas definidas espacialmente y utilizarse luego en la secuenciacién ventajosa de Formato 3, como se describe en
esta memoria.

14.3. Preparacion de Fragmentos de Acido Nucleico

Los acidos nucleicos a secuenciar pueden obtenerse de cualquier fuente apropiada, tal como cDNAs, DNA gen6-
mico, DNA cromosdémico, bandas de cromosomas microdiseccionadas, inserciones de césmidos o YAC, y RNA, con
inclusién de mRNA sin paso de amplificacién alguno. Por ejemplo, Sambrook et al., (1989) describe tres protocolos
para el aislamiento de DNA de peso molecular alto a partir de células de mamifero (p9.14-9.23).

Pueden prepararse fragmentos de DNA como clones en M13, vectores de pldsmido o lambda y/o prepararse di-
rectamente a partir de DNA gendémico o cDNA por PCR u otros métodos de amplificacion. Pueden prepararse o
dispensarse muestras en placas de pocillos multiples. Aproximadamente 100-1000 ng de muestras de DNA pueden
prepararse en 2-500 ml de volumen final.

Los 4cidos nucleicos podrian fragmentarse luego por cualquiera de los métodos conocidos por los expertos en la
técnica que incluyen, por ejemplo, la utilizacién de enzimas de restriccién como se describe en 9.24-9.28 de Sambrook
et al. (1989), cizallamiento por ultrasonidos y tratamiento con NaOH.

Es también apropiado el cizallamiento a baja presién, como ha sido descrito por Schriefer et al. (1990, que se
incorpora en esta memoria por referencia). En este método, se hacen pasar muestras de DNA a través de una pequeiia
celdilla de presién Francesa a una diversidad de presiones bajas a intermedias. Un dispositivo de palanca permite la
aplicacién controlada de presiones bajas a intermedias a la celdilla. Los resultados de estos estudios indican que el
cizallamiento a baja presion es una alternativa util a los métodos de fragmentaciéon de DNA sénicos y enzimaticos.

Se considera que una via particularmente adecuada para fragmentacion de DNA es la que utiliza la endonucleasa
de reconocimiento de dos bases, CviJl, descrita por Fitzgerald et al. (1992). Estos autores describieron un enfoque
para la fragmentacién y el fraccionamiento rdpidos de DNA en tamafios particulares que consideraron adecuados
para clonacién y secuenciacién por perdigonada. El autor de la presente invencidn considera que esto serd también
particularmente util para generar fragmentos aleatorios, pero relativamente pequefios, de DNA para uso en la presente
tecnologia de secuenciacion.

La endonucleasa de restriccién CviJl escinde normalmente la secuencia de reconocimiento PuGCPy entre la G y la
C para dejar extremos romos. Condiciones de reaccion atipicas, que alteran la especificidad de esta enzima (CviJT**)
producen una distribucién cuasialeatoria de fragmentos de DNA a partir de la molécula pequefia pUC19 (2688 pares
de bases). Fitzgerald et al. (1992) evaluaron cuantitativamente la aleatoriedad de esta estrategia de fermentacion,
utilizando un material de pUC19 digerido con CviJI** que se fracciond por tamafios por un método de filtracién
rdpida en gel y se ligé directamente, sin reparacién de los extremos, a un vector de clonacién M13 Z menos. El
andlisis de la secuencia de 76 clones demostré que CviJI** restringe pyCCPy y PuGCPu, ademds de sitios PuCCPy, y
que se acumulan nuevos datos de secuencia a una tasa consistente con la fragmentacién aleatoria. Como se consigna
en la bibliografia, ventajas de este enfoque comparadas con el tratamiento por ultrasonidos y el fraccionamiento en gel
de agarosa incluyen: se requieren menores cantidades de DNA (0,2-0,5 ug en lugar de 2-5 ug); y estan implicados un
menor nimero de pasos (no son necesarias preligacion, reparacion de los extremos, extraccién quimica, o electroforesis
en gel de agarosa y elucion). Se sugiere también que estas ventajas pueden ser ttiles cuando se prepara DNA para
secuenciacion por el Formato 3.

Cualquiera que sea la manera en la que se obtienen o se preparan los fragmentos de dcido nucleico, es importante
desnaturalizar el DNA para dar piezas monocatenarias disponibles para hibridacién. Esto se consigue por incubacién
de la solucién de DNA durante 2-5 minutos a 80-90°C. La solucién se enfria luego rapidamente a 2°C para prevenir
la renaturalizacién de los fragmentos de DNA antes que los mismos se pongan en contacto con el chip. Los grupos
fosfato deben eliminarse también del DNA gendémico por métodos conocidos en la técnica.

14.4. Preparacion de Redes de DNA
Pueden prepararse redes mediante aplicacidn por puntos de muestras de DNA sobre un soporte tal como una mem-

brana de nailon. La aplicacién por puntos puede realizarse utilizando redes de clavijas metdlicas (cuyas posiciones
corresponden a una red de pocillos en una placa de microtitulacién) que se repite [sic] por transferencia de aproxi-
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madamente 20 nl de una solucién de DNA a una membrana de nailon. Por impresién offset, se obtiene una densidad
de puntos mayor que la densidad de los pocillos. Pueden acomodarse 1 a 25 puntos en 1 mm?, dependiendo del tipo
de marcador utilizado. Evitando la aplicacién por puntos en un nimero preseleccionado de filas y columnas, pueden
formarse subconjuntos separados (subredes). Las muestras en una subred pueden ser el mismo segmento genémico de
DNA (o el mismo gen) de individuos diferentes, o pueden ser clones gendémicos diferentes solapados. Cada una de las
subredes puede representar la aplicacién por puntos de réplicas de las mismas muestras. En un ejemplo, un segmento
de gen seleccionado puede amplificarse a partir de 64 pacientes. Para cada paciente, el segmento de gen amplificado
puede encontrarse en una placa de 96 pocillos (conteniendo la totalidad de los 96 pocillos la misma muestra). Se pre-
para una placa para cada uno de los 64 pacientes. Utilizando un dispositivo de 96 clavijas, pueden aplicarse por puntos
todas las muestras sobre una sola membrana de 8 x 12 cm. Las subredes pueden contener 64 muestras, cada una de un
paciente. En el caso en que las 96 subredes son idénticas, la amplitud de un punto puede ser 1 mm? y puede haber un
espacio de 1 mm entre las subredes.

Otro enfoque consiste en utilizar membranas o placas (disponibles de NUNC, Naperville, Illinois) que pueden estar
divididas por separadores fisicos, v.g. una rejilla de plastico moldeada sobre la membrana, siendo la rejilla similar a
la clase de membrana aplicada al fondo de placas multipocillo, o tiras hidr6fobas. Un separador fisico fijado no se
prefiere para la formacién de imdgenes por exposicion a filtros planos de almacenamiento de sustancias luminiscentes
o peliculas de rayos X.

14.5. Comparaciones de Secuencias

La identidad y/o semejanza preferidas estdn disefiadas para dar la coincidencia médxima entre las secuencias en-
sayadas. Métodos para determinar identidad y semejanza estdn codificados en programas de ordenador disponibles
publicamente que incluyen, pero sin cardcter limitante, el paquete de programas GCG, que incluye GAP (Devereux,
J., et al., Nucleic Acids Research 12(1): 387 (1984); Genetics Computer Group, University of Wisconsin, Madison,
WI), BLASTP, BLASTN, BLASTX, y FASTA (Altschul, S.F. et al., J. Molec. Biol. 215: 403-410 (1990)). El progra-
ma BLASt X estd disponible piblicamente del Centro Nacional para Informacién de Biotecnologia (NCBI) y otras
fuentes (BLAST Manual, Altschul, S., et al., NCB NLM NIH Bethesda, MD 20894; Altschul, S., et al., J. Mol. Biol.
215: 403-410 (1990). El programa de ordenador preferido es FASTA version 3, especificamente el programa FASTy
dentro del paquete de programas FASTA. Otro algoritmo preferido es el bien conocido algoritmo Smith Waterman que
puede utilizarse también para determinar identidad.

Las secuencias pueden compararse con secuencias contenidas en GenBank utilizando un algoritmo de bisqueda
desarrollado por Applied Biosystems e incorporado en el Sistema de Andlisis de Secuencias INHERIT™ 670. En
este algoritmo, se utiliza el Lenguaje de Especificacion Pattern (desarrollado por TRW Inc., Los Angeles, CA) para
determinar regiones de homologia. Los tres pardmetros que determinan de qué modo se ejecutan las comparaciones de
secuencias son tamafio de ventana, desplazamiento de ventana, y tolerancia de error. Utilizando una combinacién de
estos tres pardmetros, pueden buscarse en la base de datos de DNA secuencias que contengan regiones de homologia
con la secuencia consultada y las secuencias apropiadas pueden registrarse con un valor inicial. Subsiguientemente,
estas regiones homoélogas se examinan utilizando gréaficos de homologia de matriz de puntos para distinguir regiones
de homologia de las coincidencias casuales. Pueden utilizarse las alineaciones Smith-Waterman para presentar los
resultados de la bisqueda de homologia. Las homologias de secuencia de péptidos y proteinas pueden determinarse
utilizando el Sistema de Analisis de Secuencias INHERIT™ 670 de una manera similar a la utilizada en las homologias
de secuencia de DNA. Se utilizan el Lenguaje de Especificacién Pattern y ventanas de pardmetros para buscar bases
de datos de proteinas respecto a secuencias que contengan regiones de homologia que han sido registradas con un
valor inicial. Pueden examinarse graficos de homologia de matriz de puntos para distinguir regiones de homologia
significativa de las coincidencias fortuitas.

Alternativamente, BLAST, que significa Basic Local Alignment Search Tool, se utiliza para buscar alineaciones
de secuencia locales (Altschul SF (1993) J Mol Evol 36: 290-300; Altschul, SF et al. (1990) J Mol Biol 215: 403-10).
BLAST produce alineaciones de secuencias tanto de nucleétidos como de aminoécidos para determinar semejanza de
secuencias. Debido a la naturaleza local de las alineaciones, BLAST es especialmente itil en la determinacién de las
coincidencias exactas o en identificaciéon de homoélogos. Si bien es ideal para coincidencias que no contienen lagunas,
es inadecuado para realizar bisqueda de estilos de motivo. La unidad fundamental de la produccién por el algoritmo
BLAST es el Par de Segmentos de Registro Alto (HSP). Un HSP esta constituido por dos fragmentos de secuencias de
longitudes arbitrarias pero iguales cuya alineacidn es localmente maxima y para las cuales el registro de la invencién
cumple o supera un umbral de registro de corte establecido por el usuario. El enfoque BLAST consiste en buscar
HSPs entre una secuencia de consulta y una secuencia de base de datos, a fin de evaluar la significacion estadistica
de cualesquiera coincidencias encontradas y consignar Unicamente aquellas coincidencias que satisfacen el umbral
de significacién seleccionado por el usuario. El pardmetro E establece el umbral estadisticamente significativamente
para registrar coincidencias de secuencia en bases de datos. E se interpreta como el limite superior de la frecuencia
esperada de aparicién fortuita de una HSP (o un conjunto de HSPs) dentro del contexto de la biisqueda entera en la
base de datos.

15. Terapia génica

Las mutaciones en los polinucléotidos del gen de la invencidn pueden dar como resultado la pérdida de la funcién
normal de la proteina codificada. La invencién proporciona por tanto terapia génica para restablecer la actividad normal
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de los polipéptidos de la invencién; o para tratar estados de enfermedad que implican los polipéptidos de la invencién.
El suministro de un gen funcional que codifique polipéptidos de la invencién a células apropiadas se efectia ex vivo,
in situ, o in vivo mediante el uso de vectores, y mas particularmente vectores virales (v.g., adenovirus, virus adeno-
asociados, o un retrovirus), o ex vivo mediante el uso de métodos fisicos de transferencia de DNA (v.g., liposomas o
tratamientos quimicos). Véase, por ejemplo, Anderson, Nature, suplemento a vol. 392, No. 6679, pp. 25-20 (1998).
Para resefias adicionales de tecnologia de terapia génica véase Friedmann, Science, 244: 1275-1281 (1989); Verma,
Scientific American: 68-84 (1990); y Miller, Nature, 357: 455-460 (1992). La introduccién de uno cualquiera de los
nucleétidos de la presente invencion o un gen que codifique los polipéptidos de la presente invencion puede realizarse
también con sustratos extracromosomicos (expresion transitoria) o cromosomas artificiales (expresion estable). Las
células pueden cultivarse también ex vivo en presencia de proteinas de la presente invencién a fin de proliferar o
producir un efecto deseado sobre tales células o actividad en las mismas. Las células tratadas pueden introducirse luego
in vivo para propdsitos terapéuticos. Alternativamente, se contempla que en otros estados de enfermedad humana,
la prevencién de la expresion de o la inhibicién de la actividad de los polipéptidos de la invencién era titil en el
tratamiento de los estados de enfermedad. Se contempla que podria aplicarse terapia antisentido o terapia génica para
regular negativamente la expresion de los polipéptidos de la invencién.

Otros métodos que inhiben la expresién de una proteina incluyen la introduccién de moléculas antisentido en
los 4cidos nucleicos de la presente invencidn, sus complementos, o sus secuencias de RNA traducidas, por métodos
conocidos en la técnica, la retirada de los 4cidos nucleicos de la presente invencion por ejemplo utilizando métodos de
delecién direccionada, o la insercién de un elemento regulador negativo tal como un silenciador, que es especifico de
tejido. Adicionalmente, los polipéptidos de la presente invencidn pueden inhibirse por la introduccién de moléculas
antisentido que se hibridan a 4cidos nucleicos que codifican los polipéptidos de la presente invencién y por la retirada
de un gen que codifica los polipéptidos de la presente invencion.

La presente invencion proporciona adicionalmente células modificadas por ingenieria genética in vivo para expresar
los polinucleétidos de la invencién, en donde tales polinucledtidos se encuentran en asociacién operativa con una
secuencia reguladora heter6loga para la célula hospedadora que dirige la expresion de los polinucleétidos en la célula.
Estos métodos pueden utilizarse para aumentar o reducir la expresion de los polinucleétidos de la presente invencion.

El conocimiento de secuencias de DNA proporcionadas por la invencién permite la modificacién de las células a
fin de hacer posible aumentar, o disminuir, la expresién de polipéptidos endégenos. Las células pueden modificarse
(v.g., por recombinacién homoéloga) a fin de proporcionar expresion incrementada de los polipéptidos mediante reem-
plazamiento, totalmente o en parte, del promotor existente naturalmente con la totalidad o una parte de un promotor
heterélogo de tal manera que las células expresen la proteina a niveles mds altos. El promotor heterélogo se inserta
de tal manera que el mismo se enlaza operativamente a las secuencias codificantes de la proteina deseada. Véase, por
ejemplo, la Publicacion Internacional PCT No. WO 94/12650, 1a Publicacién Internacional PCT No. WO 92/20508, y
la Publicacion Internacional PCT No. WO 91/09955. Se contempla también que, ademas del DNA promotor heterd-
logo, DNA marcador amplificable (v.g., ada, dhfr, y el gen CAD multifuncional que codifica carbamil-fosfato-sintasa,
aspartato-trans-carbamilasa, y dihidroorotasa) y/o DNA de intrén junto con el DNA promotor heter6logo. Si estd en-
lazada a la secuencia codificante de la proteina deseada, la amplificacién del DNA marcador por métodos de seleccién
estdndar da como resultado co-amplificacion de las secuencias codificantes de proteina deseadas en las células.

En otra realizacién de la presente invencion, células y tejidos pueden modificarse por ingenieria genética a fin de
expresar un gen endégeno que comprende los polinucledtidos de la invencion bajo el control de elementos regula-
dores inducibles, en cuyo caso las secuencias reguladoras del gen endégeno pueden reemplazarse por recombinacién
homéloga. Como se describe en esta memoria, puede utilizarse direccionamiento de genes para reemplazar una re-
gi6n reguladora existente de un gen con una secuencia reguladora aislada de un gen diferente o una nueva secuencia
reguladora sintetizada por métodos de ingenieria genética, Tales secuencias reguladoras pueden estar constituidas por
promotores, intensificadores, regiones de fijaciéon de entramado, elementos reguladores negativos, sitios de iniciacién
de la transcripcion, sitios de fijacion de proteinas reguladoras o combinaciones de dichas secuencias. Alternativamen-
te, secuencias que afectan a la estructura o estabilidad del RNA o de la proteina producida pueden reemplazarse,
eliminarse, afiadirse, o modificarse de algtin otro modo por direccionamiento. Estas secuencias incluyen sefales de
poliadenilacién, elementos de estabilidad de mRNA, sitios de remodelacién, secuencias conductoras para mejora o
modificacion de las propiedades de transporte o secrecion de la proteina, u otras secuencias que alteran o mejoran la
funcién o la estabilidad de las moléculas de proteina o RNA.

El suceso de direccionamiento puede ser una simple insercién de la secuencia reguladora, que ponga el gen ba-
jo el control de la nueva secuencia reguladora, v.g., insercién de un nuevo promotor o intensificador o ambos aguas
arriba de un gen. Alternativamente, el suceso de direccionamiento puede ser una simple delecién de un elemento re-
gulador, tal como la delecién de un elemento regulador negativo especifico de tejido. Alternativamente, el suceso de
direccionamiento puede reemplazar un elemento existente; por ejemplo, un intensificador especifico de tejido puede
ser reemplazado por un intensificador que tiene una especificidad de tipo de célula mds amplia o diferente que los
elementos existentes naturalmente. En este caso, las secuencias existentes naturalmente se delecionan y se afiaden
secuencias nuevas. En todos los casos, la identificacion del suceso de direccionamiento puede facilitarse por el uso de
uno o mas genes marcadores seleccionables que son contiguos al DNA de direccionamiento, permitiendo la seleccién
de células en las cuales el DNA exdgeno se ha integrado en el genoma de la célula. La identificacién del suceso de
direccionamiento puede facilitarse también por el uso de uno o mds genes marcadores que exhiben la propiedad de
seleccidn negativa, de tal manera que el marcador seleccionable negativamente estd enlazado al DNA exdgeno, pero
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configurado de tal manera que el marcador seleccionable negativamente flanquea la secuencia de direccionamiento, y
de tal manera que un suceso de recombinacién homdloga correcto con secuencias en el genoma de la célula hospe-
dadora no da como resultado la integracién estable del marcador seleccionable negativamente. Marcadores titiles para
este propdsito incluyen el gen de timidina-quinasa (TK) del Virus del herpes simplex o el gen de Xantina-guanina-
fosforribosil-transferasa (GPT) bacteriana.

Las técnicas de direccionamiento de genes o activacion de genes que pueden utilizarse de acuerdo con este aspecto
de la invencion se describen mas particularmente en la Patente U.S. No. 5.272.071 concedida a Chappel; 1a Patente U.S.
No. 5.578.461 concedida a Sherwin et al., 1a Solicitud de Patente Internacional No. PCT/US 92/09627 (WO 93/09222)
por Selden et al., y la Solicitud de Patente Internacional No. PCT/US 90/06436 (WO 91/06667) por Skoultchi et al.,
todas las cuales se incorporan por referencia en esta memoria en su totalidad.

16. Animales transgénicos

En métodos preferidos para determinar las funciones bioldgicas de los polipéptidos de la invencidn in vivo, uno
0 mas genes proporcionados por la invencion, o bien se sobre-expresan o se desactivan en la linea germinal de los
animales utilizando recombinacién homoéloga [Capecchi, Science 244: 1288-1292 (1989)]. Los animales en los cuales
se sobre-expresa el gen, bajo el control regulador de elementos promotores exdgenos o endégenos, se conocen como
animales transgénicos. Los animales en los cuales un gen enddgeno se ha desactivado por recombinacién homdloga
se conocen como animales “knockout”. Los animales knock-out, preferiblemente mamiferos no humanos, pueden
prepararse como se describe en la Patente U.S. No. 5.557.032, que se incorpora en esta memoria por referencia. Los
animales transgénicos son utiles para determinar los papeles que los polipéptidos de la invencién juegan en los procesos
bioldgicos, y preferiblemente en estados de enfermedad. Los animales transgénicos son ttiles como sistemas modelo
para identificar compuestos que modulan el metabolismo de los lipidos. Los animales transgénicos, preferiblemente
mamiferos no humanos, se producen utilizando métodos como los descritos en la Patente U.S. No. 5.489.743 y la
publicacién PCT No. WO 94/28122, que se incorpora en esta memoria por referencia.

Pueden prepararse animales transgénicos en los cuales la totalidad o una parte de un polinucleétido del promotor
de la invencion estd activada o desactivada para alterar el nivel de expresion de los polipéptidos de la invencién. La
desactivacion puede llevarse a cabo utilizando métodos de recombinacién homdloga descritos arriba. La activacion
puede realizarse por complementacién o incluso reemplazamiento del promotor homdélogo a fin de proporcionar una
expresion incrementada de la proteina. El promotor homdélogo puede complementarse por insercién de uno o mas
elementos intensificadores heter6logos que se sabe confieren activacién promotora en un tejido particular.

La presente invencién se ilustra en los ejemplos siguientes. Después de consideracion de la presente exposicion,
una persona con experiencia en la técnica apreciard que pueden hacerse muchas otras realizaciones y variaciones en
el alcance de la presente invencién. De acuerdo con ello, se pretende que los aspectos mds amplios de la presente
invencién no se limiten a la descripcion de los ejemplos que siguen. El Ejemplo 1 aborda la clonacién de cDNA de IL-
1 Hy2, el Ejemplo 2 aborda la identificacidon de polimorfismos, el Ejemplo 3 aborda la expresion tisular de mRNA de
IL-1 Hy2 y polipéptido, el Ejemplo 4 aborda la localizacién cromosémica de DNA de IL-1 Hy2, el Ejemplo 5 aborda
la identificacién de una region de fijacién de receptores de IL-1 y fijacién al receptor de IL-1, el Ejemplo 6 aborda
la expresion de polipéptidos IL-1 Hy?2 en E. coli, el Ejemplo 7 aborda la confirmacién de las actividades biol6gicas
de IL-1 Hy2 por evaluacién de su efecto modulador sobre las actividades relativas de IL-1 y trastornos relacionados
con IL-1, el Ejemplo 8 aborda la secuenciacién del clon BAC gendmico humano de IL-1 Hy2, el Ejemplo 9 aborda la
secuenciacion del clon BAC gendémico de ratén de IL-1 Hy?2, el Ejemplo 10 aborda la inhibicién de la produccién de
IL-6 inducida por IL-15 por IL-1 Hy2, el Ejemplo 11 aborda la inhibicién de la actividad de IL-18 por IL-1 Hy2, el
Ejemplo 12 aborda la fijacién de IL-1 Hy2 al receptor de IL-1, y el Ejemplo 13 aborda la expresién de IL-1 Hy2 en
células de mamifero.

Ejemplo 1
Clonacion de cDNA de IL-1 Hy?2

Se obtuvieron una pluralidad de 4cidos nucleicos nuevos a partir de la genoteca de cDNA FSKO001 (preparada a
partir de mRNA de tejido de piel humana fetal adquirido de Invitrogen, San Diego, CA) utilizando PCR, andlisis de
firma de secuencias SBH y técnicas de secuenciacion Sanger estandar. Las inserciones de la genoteca se amplificaron
con PCR utilizando iniciadores especificos para secuencias vectoras de pSportl (GIBCO BRL, Grand Island, N.Y.)
que flanquean las inserciones. Estas muestras se aplicaron por puntos sobre membranas de nailon y se interrogaron con
sondas oligonucleotidicas para dar firmas de secuencia. Los clones se agruparon en grupos de secuencias similares o
idénticas, y se seleccionaron clones representativos simples de cada grupo para secuenciacién en gel. La secuencia 5’
de las inserciones amplificadas se dedujo luego utilizando el iniciador de secuenciacion inversa M13 en un protocolo
de secuenciacién Sanger tipico. Los productos PCR se purificaron y sometieron a secuenciacién de ciclos termina-
dores con tinte fluorescente. La secuenciacion en gel en un solo paso se realizé utilizando un secuenciador Applied
Biosystems (ABI) 377. Se identificé una sola insercién de cDNA por secuenciacién de varios centenares de pares de
bases (aproximadamente 1-386 de SEQ ID NO: 1) como secuencia nueva relacionada con IL-1Ra que no habia sido
comunicada previamente en bases de datos publicas. La secuencia restante de SEQ ID NO: 1 se obtuvo por secuencia-
cion ulterior de la insercién de cDNA entera del mismo clon; la secuencia se confirmé en parte por secuenciacion de
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productos PCR 5’RACE de genotecas de cDNA de piel fetal y cerebro adulto. Esta secuencia y el clon se designaron
por el nombre de cédigo CG149 y el nombre de clon RTAO0003379F.h.20 (redesignada posteriormente pIL-1 Hy2 y
depositada en la ATCC el 21 de mayo de 1999 bajo el No. de Acceso PTA-96), y el polipéptido codificado se designd
IL-1Ra-Hy?2 (redesignado més tarde IL-1 Hy2).

Ejemplo 2
Identificacion de polimorfismos

La secuenciacion de cierto nimero de productos PCR procedentes de diversas genotecas de cDNA reveld varios
polimorfismos potenciales, que se describen con referencia a la numeracion de la secuencia de nucledtidos de SEQ ID
NO: 1.

En el nucledtido 125 de SEQ ID NO: 1, la “T” puede reemplazarse con una “C”, dando como resultado un cambio
de codén de “GAT” a “GAC” (una mutacién silenciosa, dado que ambos codones codifican el aminodcido Asp). En
el nucleétido 184 de SEQ ID NO: 1, la “C” puede reemplazarse como una “T”, dando como resultado un cambio
de codén de “ACA” (que codifica Thr) a “ATA” (que codifica Ile). En el nucleétido 205 de SEQ ID NO: 1, la “A”
puede reemplazarse con una “C”, dando como resultado un cambio de codén desde “GAC” (Asp) a “GCC” (Ala).
Los cambios en la secuencia de aminoacidos pueden reflejarse en diferencias en las actividades bioldgicas de las
moléculas, lo cual puede confirmarse por prueba en cualquiera de los ensayos de actividad descritos en esta memoria.

Ejemplo 3
Estudio de la Expresion Tisular
3.1. Hibridacion in situ

La expresion génica de IL-1 Hy2 humana se realizé utilizando una técnica semi-cuantitativa basada en PCR. Un
panel de genotecas de cDNA derivadas de tejido humano (de Clontech e Invitrogen) se seleccioné con iniciadores
especificos de IL-1 Hy2 [5’-CCGCACCAAGGTCCCCATTTTC-3’ (nucleédtidos 206-227), SEQ ID NO: 10 y 3’-
GAGCCCACAGGATAACCCAGG 5’ (nucledtidos 728-707), SEQ ID NO: 11] para examinar la expresion en mRNA
de IL-1 Hy2 en los tejidos y tipos de células humanos siguientes: corazdn, rindn, pulmén, placenta, higado, ovario,
ganglios linfaticos, bazo, testiculos, timo, higado fetal, piel fetal, bazo fetal y macréfagos. Los ensayos PCR (94°C
durante 30 s, 58°C durante 30 s, 72°C durante 30 s, durante 30 ciclos) se realizaron con 20 ng de cDNA derivado de
tejidos y lineas de células humanos(as) y 10 picomoles de los iniciadores especificos del gen de IL-1 Hy2. El producto
PCR de 522 pb se identific6 por electroforesis en gel. Los productos amplificados se separaron en un gel de agarosa,
se transfirieron y se enlazaron quimicamente a un filtro de nailon. El filtro de hibridé luego con una sonda bicatenaria
marcada radiactivamente (**Palfa-dCTP) generada a partir de la secuencia de longitud total SEQ ID NO: 1 utilizando
un método de iniciacién aleatoria con polimerasa Klenow. Los filtros se lavaron (severidad alta) y se utilizaron para
impresionar una pantalla de obtencién de imagenes por luminiscencia durante varias horas. Las bandas indicaban la
presencia de secuencias SEQ ID NO: 1 que inclufan cDNA en una genoteca especifica, y por tanto la expresion de
mRNA en el tipo de célula o tejido correspondiente.

Se observé que mRNA de IL-1 Hy?2 se expresaba en rifién, bazo, y piel fetal. Andlogamente a IL-1 Hy2, IL-1Rae
IL-1 Hyl mRNA se expresan también en los tejidos de piel fetal humana, lo que sugiere que esta familia de proteinas
puede compartir algunas funciones fisioldgicas.

Se realizaron estudios adicionales para localizar la expresion de mRNA de IL-1 Hy2 como se describe por
D’Andrea et al. (J. Sur. Pat., 1: 191-203, 1995). Se detect6 mRNA de IL-1 Hy2 en secciones seriadas de amigda-
las y riiién humanos normales por sondas marcadas con DIG constituidas por los nucleétidos 396 a 568 de SEQ ID
NO: 14. Se hibridaron los portaobjetos con las sondas de IL-iHy2 durante 2 horas a 54°C. Subsiguientemente, se
lavaron los portaobjetos con 2x SSC a la temperatura ambiente y se lavaron luego con 0,1x SSC a 54°C. Después de
los lavados severos, se utilizé 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato/nitro-azul-tetrazolio (BCIP/NBT) como cromageno.
Para deteccion visual, los portaobjetos se sometieron a contra-tincién con eosina y se examinaron bajo un microscopio
optico.

3.2 Inmunohistoquimica

Las secciones seriadas de amigdala normal se tifieron también con anticuerpos policlonales especificos para IL-1
Hy?2 preparados por inmunizacién de conejos con el péptido IL-1 Hy2: 43-56 de SEQ ID NO: 2 utilizando métodos
convencionales [véase, v.g. Harlow et al., “Antibodies: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratories, Cold
Spring Harbor, NY (1998)] y suero preinmune de control procedente de los conejos inmunizados. Adicionalmente, se
tifieron los portaobjetos con anticuerpos para CD20, Ki67, CD3, CD1a, CD14, CD68 y LNS. La fijacién de anticuerpos
se detect6 con anticuerpos secundarios biotinilados y estreptavidina-HRP. Se utiliz6 AEC Haishen como el cromégeno
para deteccion y los portaobjetos se sometieron a contra-tincidon con hematoxilina. La expresion de IL-1 Hy?2 se detect6
visualmente bajo un microscopio 6ptico.
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Se detect6 mRNA de IL-1 Hy2 en los tibulos distales del rifién, los glomérulos del rifién, los epitelios de la cdpsula
de Bowman, los epitelios capilares, y un subconjunto de glébulos blancos de la sangre dentro de los vasos sanguineos.
En la amigdala, se detectaron mRNA y proteina de IL-1 Hy2 en un subconjunto de células B (positivas a CD20) en el
centro germinal, la mayoria de las cuales proliferaban de acuerdo con la tincién con Ki67. Se expresaba también IL-1
Hy2 en el epitelio escamoso basal de la piel que rodeaba la amigdala.

Ejemplo 4
Estudio de Localizacion Cromosdmica

Las tecnologias de mapeado de cromosomas permiten a los investigadores enlazar los genes con regiones especifi-
cas de cromosomas. El mapeado cromosémico se realizé utilizando el panel de mapeado hibrido de células somaticas
humanas/de roedor NIGMS, como ha sido descrito por Drwinga, H.R. ef al., Genomics, 16, 311-314, 1993 (panel de
mapeado hibrido de células somédticas humano/roedor #2, adquirido del Coriell Institute for Medical Research, Cam-
den, New Jersey). Se utilizaron como molde 60 ng de DNA de cada muestra en el panel, y se utilizaron 10 picomoles
de los mismos oligonucledtidos especificos del gen de IL-1 Hy2 utilizados en el Ejemplo 3 como iniciadores en un
ensayo PCR (94°C durante 30 s, 58°C durante 30 s, 72°C durante 30 s, durante 30 ciclos). Los productos PCR se
analizaron por electroforesis en gel. El producto PCR genémico de 800 pb se detecté tinicamente en el DNA hibrido
de células somaticas humano/roedor que contenian el cromosoma humano 2.

Los miembros de las familias de genes estdn enlazados a menudo a regiones especificas de cromosomas debido a
sucesos de duplicacion de genes intracromosémicos que dan lugar a familias de genes de miembros multiples durante
el proceso de evolucion. La familia de genes de Interleuquina-1 ha sido mapeada al cromosoma 2. Mds especificamen-
te, se ha encontrado que la totalidad de los genes de interleuquina 1 (IL-1a, IL-183) y los receptores (IL-1 RI e IL-1
RII), asi como el antagonista receptor IL-1ra y la IL-1 Hy2 recién identificado estdn situados en el cromosoma 2. La
identificacién de secuencias IL-1 Hy?2 en esta misma regidn establece su enlace fisico al locus de Interleuquina-1 que
indica que IL-1 Hy2 funciona como un modulador de la respuesta inflamatoria.

Ejemplo 5
Dominio de Fijacion del Receptor de Interleuquina-1 y Ensayo del Receptor de Interleuquina-1

La regién de fijacién del receptor tanto de IL-15 como IL-1 Ra se ha mapeado a una regién de 18 aminodcidos
en la mitad del terminal carboxi de las proteinas (es decir, los residuos 88-105 de IL-1f3) por mutagénesis orientada y
estudios de modificacion de proteinas.

IL-1 y2 y fragmentos de la misma que incluyen una regién de fijacién de receptores son ttiles como reactivos
para identificar células y tejidos que expresan receptores de IL-1. El gen de fijacién de receptores de IL-1 descrito en
Hannum et al. Nature, 343: 336-340 (1990) puede utilizarse. Resumidamente, se preparan SEQ ID NOS: 2, 4 6 13
recombinantes altamente radiactivas por cultivo de E. coli que expresa cualquiera de SEQ ID NOS: 2, 4 6 13 en medio
MO que contiene [**S]-sulfato y purificacion del polipéptido recombinante marcado por cromatografia en una columna
Mono-S. El polipéptido marcado se incuba con las células o tejido en condiciones estdndar de ensayo de fijacion de
IL-1, y fijaci6n de [**S]. Una fijacién significativa de [*°S] indica la presencia de receptores de IL-1.

Ejemplo 6
Expresion de IL-1 Hy2 en E. coli

SEQ ID NOS: 1, 12 6 14 se expresan en E. coli por subclonacién de la region codificante entera en un vector
de expresion procariota. El vector de expresion (pQE16) utilizado pertenece al sistema de expresion de proteinas
procariotas QIAExpression (Qiagen). Las caracteristicas de este vector que lo hacen util para expresion de proteinas
incluyen: un promotor eficiente (fago T5) para impulsar la transcripcidn; control de la expresién proporcionado por el
sistema operador lac, que puede ser inducido por adicién de IPTG (isopropil-8-D-tiogalactopiranosido), y un marcador
Hisg codificado. El dltimo es un tramo de 6 residuos del aminoécido histidina que pueden fijarse muy fuertemente a un
atomo de niquel. El vector puede utilizarse para expresar una proteina recombinante con un marcador Hiss fusionado
a su término carboxilo, que permite una purificacién rapida y eficiente utilizando columnas de afinidad acopladas a
Ni.

Se utiliza PCR para amplificar la region codificante que se liga luego en el vector pQE16 digerido. El producto de
ligacién se transforma por electroporacion en células de E. coli electrocompetentes (cepa M15[pREP4] de Qiagen),
y las células transformadas se extienden sobre placas que contienen ampicilina. Se seleccionan colonias respecto a la
insercién correcta en la orientacidén apropiada utilizando una reaccién PCR que emplea un iniciador especifico de gen
y un iniciador especifico de vector. Los positivos se secuencian luego para asegurar orientacién y secuencia correctas.
Para expresar IL-1 Hy2, se inocula una colonia que contiene un clon recombinante correcto en caldo L que contiene
100 pg/ml de ampicilina, 25 pg/ml de kanamicina, y se deja que el cultivo crezca durante una noche a 37°C. El cultivo
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saturado se diluye luego 20 veces en el mismo medio y se deja crecer hasta una densidad 6ptica a 600 nm de 0,5. En
este punto, se aflade IPTG hasta una concentracién final de 1 mM para inducir la expresion de proteina. El cultivo se
deja crecer durante 5 horas mads, y después de ello se cosechan las células por centrifugacién a 3000 x g durante 15
minutos.

El sedimento resultante se somete a lisis utilizando un detergente suave no iénico en Tris HCl 20 mM (pH 7,5)
(reactivo B-PER™, de Pierce), o por sonicacién hasta que la suspension de células turbia se vuelve translicida. El
lisado obtenido se purifica ulteriormente utilizando una columna que contiene niquel (columna rotativa Ni-NTA, de
Qiagen) en condiciones no desnaturalizantes. Resumidamente, el lisado se lleva hasta NaCl 300 mM e imidazol 10
mM vy se centrifuga a 700 x g mediante la columna rotativa para permitir que la proteina recombinante marcada con
His se fije a la columna de niquel. La columna se lava luego dos veces con Tamp6n de Lavado (NaH,PO, 50 mM, pH
8,0; NaCl 300 mM; imidazol 20 mM) y se eluye con Tamp6n de Elucién (NaH,PO, 50 mM, pH 8,0; NaCl 300 mM;
imidazol 250 mM). Todos los procedimientos anteriores se realizan a 4°C. La presencia de una proteina purificada del
tamaifio predicho se confirma con SDS-PAGE.

Ejemplo 7
Evaluacion de las Actividades de IL-1 Hy?2 In vitro e In Vivo
7.1. Fijacion al Receptor de Interleuquina-1

Se lleva a cabo un ensayo de fijacion de células para demostrar que IL-1 Hy2 se fija al receptor de Interleuquina-1.
Resumidamente, se analiza la fijacion a las células de la proteina recombinante con y sin la presencia de cantidades 100
veces mayores de ligando sin marcar de Interleuquina-1 beta (IL-18) utilizando anticuerpos fluorescentes especificos
para un polipéptido IL-1 Hy2 (v.g. especificos para un marcador rdpido existente en el polipéptido recombinante)
en el clasificador de células activadas fluorescentes (FACS). En cada reaccion, se resuspenden 10 células NHDF
(fibroblastos dérmicos humados normales) en 100 ul de tampén FACS (PBS destilado, 3% de suero de ternero y
0,01% de azida). La fijacién de células se realiza por adicién de IL-1 Hy2 recombinante 5 nM en 100 ul de suspensién
de células y como competicion en una sola reaccion se ailaden también 500 nM de IL-1 8 recombinante. Las células
se incuban en hielo durante 1 hora. Se reducen las células a un pelet, se afladen 200 ul de BS3 (reticulador) 0,2 mM, y
se dejan las células en hielo durante 30 minutos. A continuacion, se afiaden 10 ul de Tris 1M de pH 7.5, y las células
se incuban durante 15 minutos en hielo. Se reducen las células a un pelet, se lavan una sola vez en tampén FACS,
se resuspenden en un volumen de 100 ul de tampén FACS, se afiaden 2 ml de anticuerpo primario (anticuerpo anti-
marcador rdpido, 1 mg/ml), y se incuban en hielo durante 30 minutos. Las células se reducen a un pelet, se lavan con
tamp6n FACS, y se resuspenden en tamp6n FACS (volumen, 100 ul). Se afiade el anticuerpo secundario (conjugado
a ficoeritrina), 2 ul de Ig anti-ratén (1 mg/ml) y las células se incuban durante 30 minutos en hielo. Se reducen las
células de nuevo a un pelet, se lavan dos veces con tampén FACS, se resuspenden en 0,5 ml de tampén FACS y se
analizan en FACS. Es de esperar que se observe un cambio en la fluorescencia en las células tratadas con la IL-1 Hy2
recombinante marcada. Se demuestra que esta fijacién es especifica si la misma compite con la proteina IL-1 8 sin
marcar. Los resultados indicaran la fijacién de IL-1 Hy?2 al receptor de IL-1.

7.2. Actividad Antagonista de IL-1

Se determina la actividad antagonista de IL-1 utilizando un ensayo basado en prostaglandina E2 (PEG,), como
sigue. Las células se extienden en placas a razén de 20.000 células por pocillo en una placa de 96 pocillos, 24 horas
antes del ensayo. Se tratan luego las células con 25 pg/ml de IL-1 humana recombinante durante 7 horas. Para evaluar
la inhibicién de la liberacién de PGE, estimulada por IL-18 por IL-1 Hy2 en comparacién con IL-1 Ra, se pretratan
las células con diversas cantidades de IL-1y2 o IL-1Ra durante 2 horas antes de la adicién de IL-18. Se recogen luego
los sobrenadantes y se separan los residuos celulares por centrifugacién. Las cantidades de PEG, en los sobrenadantes
se determinan por ELISA utilizando el sistema de ensayo de PGE, (R&D Systems) de acuerdo con el protocolo del
fabricante.

Este ensayo se llevé a cabo con IL-1 Hy2 como sigue. Para estimular la produccién de PGE, inducida por IL-15,
se extendieron fibroblastos humanos (CCD 1098; No. de acceso CRL 2127) a razén de 20.000 células por pocillo en
una placa de 96 pocillos, 24 horas antes del ensayo. Las células se lavaron luego una sola vez con medio reciente y
se incubaron durante 16 horas con medio reciente que contenia 1 ng/ml de IL-1 humana recombinante. Para evaluar
la inhibicién de la liberacién de PGE, estimulada por IL-18 por IL-1 Hy2 en comparacién con IL-1Ra, se trataron las
células con diversas concentraciones de IL-2 Hy2 o IL-1Ra junto con IL-15. Después de la estimulacién durante 16
horas a 37°C en una incubadora con 5% de CO,, las placas de cultivo se centrifugaron durante 5 minutos a 4.000 rpm
para separar los residuos celulares. Las cantidades de PGE, se determinaron ensayando 100 ul de sobrenadante con el
kit de ensayo ELISA de PGE, (R&D Systems) de acuerdo con el protocolo del fabricante.

La adicién de IL-1 Hy2 a los cultivos estimulados por IL-18 dio como resultado una disminucién parcial en la
produccién de PGE,, dependiente de la dosis. A una concentracién de exceso de 1000 veces, IL-1 Hy2 inhibfa la
produccion de PGE, inducida por IL-18 en un 40-60%. Como control y medio de comparacién, IL-1 Ra inhibia por
completo la produccién de PGE, a una concentracién de exceso de 100 veces. El hecho de que IL-1 Hy2 inhibe sé6lo
parcialmente la actividad de IL-18 puede ser beneficioso en el tratamiento de estados de enfermedad inflamatorios
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debido a menores efectos secundarios. Es posible que preparaciones mds purificadas de IL-1 Hy1 puedan exhibir una
inhibicién completa en este ensayo.

7.3. Inhibicion de la Proliferacion Celular Inducida por Interleuquina-1

Se obtienen células T murinas D10 de la American Type Culture Collection (Rockville, Md.). Las células se
mantienen en medio de Eagle modificado de Dulbecco y medio F12 de Ham (1:1) que contiene tamp6n HEPES 10
mM (pH 7,4) y 10% de suero bovino fetal. Todos los reactivos de cultivo de tejidos contenian menos de 0,25 ng/ml de
endotoxina como se determiné por el ensayo de amebocitos de limulus.

Las células D10 murinas, una linea de células T dependiente de Interleuquina-1, se utilizan para medir la actividad
mitégena de Interleuquina-1. La proliferacion de células en presencia de Interleuquina-1 con y sin los polipéptidos IL-1
Hy?2 de la invencién se evalda por incorporacién de (*H)-timidina como ha sido descrito previamente (Bakouche, O., et
al., J. Immunol. 138: 4249-4255, 1987). En una realizacion preferida, los antagonistas y agonistas de los polipéptidos
IL-1 Hy2 de la invencién se identifican en este ensayo por adicién de los compuestos candidato con los polipéptidos de
Interleuquina-1 e IL-1 Hy2 de la invencién y medicién del cambio en la proliferacién celular causado por el compuesto
candidato.

7.4. Inhibicion de la Citotoxicidad Celular Inducida por Interleuquina-1

La inhibicién de la citotoxicidad inducida por Interleuquina-1 se estudia utilizando una linea de células apropia-
da, tal como, por ejemplo, células tumorales A375 extendidas a una densidad de 6.000 células por pocillo en placas
de microtitulacién de 96 pocillos. Después de fijacién durante una noche, se afiade Interleuquina-1 (3-300 ng/ml)
en presencia o ausencia de NAA o NMA. Después que las células se han incubado durante 3 dias, se afiade (*H)-
timidina (1 uCi por pocillo) durante 2 horas mas. Las células se cosechan sobre discos de fibra de vidrio (PHD Cell
Harvested; Cambridge Technology, Inc. Watertown, Ma.). Los discos se secan al aire durante una noche, y se deter-
mina la radiactividad con un Contador de Centelleo modelo 1900TR (Packard Instruments Division, Downers Grove,
1L.).

7.5. Induccion de la Sintesis de Nitrito en Células Musculares Lisas

Se cultivan células musculares lisas adrticas por explante de segmentos de la capa media de aortas procedentes de
ratas macho adultas Fischer 344. Se extirpan asépticamente las aortas y se liberan de células adventicias y endoteliales
por rascado de ambas superficies luminal y abluminal. Se deja que se fijen los fragmentos centrales a matraces de
cultivo de tejidos Primaria de 25 cm? (Becton-Dickinson, Lincoln Park, N.J.) que se mantienen hiimedos con el medio
de cultivo hasta que emergen las células. Los cultivos se alimentan dos veces por semana con medio 199 que contiene
10% de suero de bovino fetal, tampén HEPES 25 mM (pH 7,4), L-glutamina 2 mM, 40 ug/ml de suplemento de
crecimiento de células endoteliales (Biomedical Technologies, Inc., Stoughton, Mass.) y 10 ug/ml de gentamicina
(GIBCO BRL, Grand Island, N.Y.). Cuando los cultivos primarios se hacen confluentes, se someten a pasos por
tripsinizacidn, y se desechan los explantes. Para estos estudios, se siembran células procedentes de los pasos 12-14 a
raz6n de 20.000 por pocillo en placas de 96 pocillos y se utilizan en la confluencia (60.000-80.000 células por pocillo).
Las células exhiben el fenotipo clasico de las células musculares lisas con morfologia de colinas y valles, y se tifien
positivamente para la actina de la musculatura lisa.

Se incuban las células musculares lisas adrticas de rata con medio RPMI-1640 que contiene 10% de suero de
ternero, tampén HEPES 25 mM, de pH 7,4), glutamina 2 mM, 80 U/ml de penicilina, 80 ug/ml de estreptomicina,
2 ug/ml de fungizona, e Interleuquina-1, IFN-gamma, y diversos inhibidores. En los momentos deseados, se mide la
concentracion de nitrito en el medio de cultivo utilizando el ensayo estandar Griess (Green, L., et al., Anal. Biochem.
126: 131-138, 1982) adaptado a un lector de placas de microtitulacién de 96 pocillos (Gross, S.S. et al., Biochem.
Biophys. Res. Commun. 178: 823-829, 1991). Asi, se afladen 100 ul del reactivo de Griess (4cido sulfanilico al 0,5%,
naftalenodiamina al 0,05%, y 4cido fosférico al 2,5%) a un volumen igual de medio de cultivo, y se mide la DOss, que
estd relacionada con la concentracion de nitrito por referencia a una curva estandar. El ruido de fondo de ODss, del
medio incubado en ausencia de células se resta de los valores experimentales.

Se incuban células musculares lisas adrticas de rata con medio RPMI-1640 que contiene suero de ternero al 10%,
tampén HEPES 25 mM (pH 7,4), glutamina 2 mM, 80 ug/ml de penicilina, 80 ug/ml de estreptomicina, 2 ug/ml de
fungizona, 30 ug/ml de lipopolisacarido (Escherichia coli 0111:B4), y 50 U/ml de IFN-y. Se cosechan las células al
cabo de 24 horas, y se prepara citosol (Gross, S.S., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 178: 823-829, 1991). Se
ensaya la actividad citosélica de NO-sintasa por el método Fe*?-mioglobina (Gross, S.S., et al., Biochem. Biophys.
Res. Commun. 178: 823-829, 1991).

7.6. Alorreactividad Determinada por el Aumento de Peso de los Ganglios Linfdticos

Se realizan experimentos para demostrar que la administracion sistémica de los polipéptidos IL-1 Hy?2 de la inven-
cién suprime una respuesta inmunitaria localizada, dependiente de las células T al aloantigeno presentado por células
alogénicas. Se inyectan ratones en la planta del pie con células de bazo alogénicas irradiadas. Se inyectan luego los
ratones en la pata contralateral con células de bazo singénicas irradiadas. Se produce una respuesta alorreactiva (mar-
cada por proliferacién de linfocitos e inflamacién) en la pata que recibe las células alogénicas, que puede medirse
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por determinacién del aumento en tamafio y peso del ganglio linfatico popliteo que drena el sitio de deposicién de
antigeno con relacién a controles o por aumento en celularidad.

En este experimento se utilizan ratones BALB/c de 8-12 semanas especificos y exentos de patégenos (H-24) y
C57BL/6 (H-2") (Jackson Laboratory, Bar Harbor, Me.). Se dividen 48 ratones BALB/c en 16 grupos, cada uno de los
cuales comprende 3 ratones (a no ser que se indique otra cosa). Cada grupo de ratones recibe un modo de tratamiento
diferente. El dia 0, se inyectan intracutdneamente las patas izquierdas de todos los ratones con 107 células de bazo
alogénicas irradiadas (2500 R), de ratones C57BL/6 en 50 ul de RPMI-1640 (Gibco) como antigeno y se inyectan
las patas derechas contralaterales de los mismos ratones con 107 células de bazo singénicas irradiadas (2500 R), de
ratones BALB/c.

Siete dias después de la administracién del antigeno, se sacrifican los ratones y se extirpan los ganglios linfaticos
popliteos (PLN) de las fosas popliteas derecha e izquierda por diseccidn quirdrgica. Se pesan los ganglios linfaticos
y los resultados se expresan como la diferencia (DELTA) de peso (mg) del ganglio linfatico que drena el sitio de
inyeccién de las células alogénicas y el peso del ganglio que drena el sitio de inyeccién de las células singénicas.
Los ganglios linféticos que drenan el sitio de inyeccion de las células singénicas pesaban aproximadamente 1 mg, con
indiferencia de si los mismos se obtienen de ratones tratados con MSA o polipéptidos IL-1 Hy2 de la invencién, y
no diferfan significativamente en peso de los ganglios obtenidos de ratones a los que no se administré inyeccién de
células alguna.

7.7. Supresion del Rechazo de Injerto de Organos In Vivo

Se transplantan corazones neonatales C57BL/6 (H-2°) en los pabellones de la oreja de receptores BALB/c (H-2¢)
adultos utilizando el método de Fulmer ef al., Am. J. Anat. 113: 273, 1963, modificado como ha sido descrito por
Trager et al., Transplantation 47: 587, 1989, y Van Buren et al., Transplant. Proc. 15: 2967, 1983. La supervivencia de
los corazones transplantados se evalda por inspeccidn visual de los injertos respecto a actividad pulsatil. La actividad
pulsatil se determina por examen de los injertos oreja-corazon de receptores anestesiados bajo un microscopio de
diseccién con luz reflejada suave comenzando el dia 5 6 6 después del trasplante. El tiempo de rechazo del injerto se
define como el dia después del trasplante en el cual cesa la actividad contractil.

Se transplantan los ratones receptores el dia 0 y se inyectan con los polipéptidos IL-1 Hy2 de la invencién mds
MSA (seroalbimina de ratén, 100 ng) o con MSA sola los dias O a 6, alternando rutas i.p. y s.c. En un segundo
experimento de trasplante de corazon, los ratones se inyectan con MSA sola los dias O a 2, inicamente por ruta i.p.

7.8. Supresion de la Artritis Inflamatoria

Se dividen 20 ratas en 4 grupos, designados grupos G-J, cada uno de los cuales comprende 5 ratas. Se inmunizan
todas las ratas por inyeccién subcutinea. El dia 21 después de la inmunizaciéon con mBSA, se provoca una respuesta
de artritis inflamatoria. El mismo dia, se inyecta un grupo de control negativo con un volumen de 0,2 ml de solucién
salina. Se inyectan los grupos con cantidades crecientes de los polipéptidos IL-1 Hy2 de la invencién. Se inyecta
Interleuquina-1 en un grupo como control positivo. Se mide el didmetro de la regién mayor de las articulaciones
tratadas utilizando un calibre los dias 2, 4, 6 y 8 con relacién al dia O de la inyeccién intra-articular de antigeno.

7.9. Actividad en un Modelo de Pancreatitis

Se induce pancreatitis edematosa necrotizante aguda en ratones Swiss macho adultos que pesan més de 35 gramos
utilizando ceruleina - un anédlogo de la colecistoquinina. Se dividen los ratones en cuatro grupos, recibiendo tres de
los grupos ceruleina, 50 ug/kg por inyeccion intraperitoneal (IP) en 4 dosis a lo largo de 3 horas como se ha descrito
previamente. (Murayama et al., Arch Surg 1990; 125: 1570-1572; Tani et al., International J Pancreatology 1987,
2:337-348; Schoenberg et al., Free Radical Biology & Medicine 1992; 12:515-522; Heath et al., Pancreas 1993;
66:41-45; Saluja et al., Amer Physiological Society 1985: G702-G710; Manso et al., Digestive Disease and Sciences
1992; 37:364-368). El grupo 1 es un grupo de control (n = 9) que recibe tinicamente inyecciones de solucién salina IP.
El grupo 2 (n = 12) es un control de la enfermedad sin tratar. El grupo 3 (n = 12) recibe tres inyecciones de farmaco
(10 mg/kg/h) comenzando una hora antes de la induccién de la pancreatitis. El grupo 4 (n = 12) recibe tres inyecciones
de farmaco (10 mg/kg/h) comenzando una hora después de la inyeccion de la pancreatitis.

Después de un periodo de tiempo adecuado, se practica la eutanasia a todos los animales, se recoge la sangre, y se
extirpan quirdrgicamente y pesan los pancreas. Se ensaya el suero respecto a los niveles de amilasa, lipasa, IL-6 y TNF.
Cada uno de los péncreas se fija, se tifie, y se clasifica histolégicamente de manera ciega respecto a edema intersticial,
infiltracién de granulocitos, vacuolizacién acinar, y células acinares. Adicionalmente, se determinan los niveles de
IL-1 Hy2 en suero, permitiendo por tanto comparaciones entre dosificacion, nivel en suero, respuesta sistémica de
citoquinas, y grado de deterioro pancredtico.

Se miden Interleuquina-6, Interleuquina-1, antagonista de los receptores de Interleuquina-1, y TNF por medio de
kits ELISA disponibles comercialmente (Genzyme Corp., Boston, Mass.). Todas las muestras se tratan por triplicado.
Los niveles en suero de amilasa y lipasa Se miden en un analizador automatico Kodak Ectachem 700 (Eastman Kodak
Company, Rochester, N.Y.).
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Se preparan portaobjetos histolégicos como es conocido en la técnica después de extirpacién rdpida y fijacion
subsiguiente en formalina al 10%. Los tejidos se incrustan en parafina como es conocido en la técnica y se tifien luego
con hematoxilina y eosina de manera estandar. Estos portaobjetos se examinan y se clasifican de manera ciega por un
patdlogo certificado legalmente.

Ejemplo 8
Secuenciacion del Clon BAC Genomico Humano de IL-1 Hy2

Para comprender la organizacién genémica del gen de IL-1 Hy2, se seleccioné una genoteca de BAC humano
comercial (Research Genetics) con el cDNA de IL-1 Hy?2 de longitud total utilizando procedimientos estandar. El clon
BAC que contenia el gen de IL-1 Hy2 genémico humano se secuencié por métodos convencionales y se expone como
SEQ ID NO: 15. Basdndose en las secuencias, se predijeron los exones del gen de IL-1 Hy?2 utilizando el soporte
16gico GenScan (Universidad de Stanford). Este andlisis indicé que el cDNA de IL-1 Hy2 deberia contener secuencias
adicionales en el extremo 5’ ademas de las indicadas en SEQ ID NO: 1.

La secuencia de cDNA predicha basada en la secuencia de DNA gendémico que codifica IL-1 Hy2 se comparé con
la secuencia de cDNA correspondiente. Este andlisis indic6 que la secuencia de cDNA predicha basada en la secuencia
gendmica humana de IL-1 Hy2 (SEQ ID NO: 12) contiene una timidina (T) en el nucleétido 279 (véase la Figura 2),
mientras que la secuencia de cDNA de IL-1 Hy2 (SEQ ID NO: 14; Figura 4) contiene una citosina (C) en la posicién
279. El cambio de nucledtidos (C — T) extenderia el marco de lectura abierto de IL-1 Hy2 en la direccién 5°, dando
como resultado un polipéptido de 200 aminodcidos, mientras que la secuencia de cDNA (SEQ ID NO: 14; Figura 4)
codifica un polipéptido de 152 aminoécidos (SEQ ID NO: 2).

La secuencia de cDNA predicha (SEQ ID NO: 12) tiene 1366 nucle6tidos y contiene un marco de lectura abierto
(nucleétidos 278 a 880) que codifica un polipéptido predicho de 200 aminoacidos (SEQ ID NO: 13; Figura 2). Sin
embargo, las secuencias que rodean el codén de iniciacién de la traduccién en el nucleétido 422 de SEQ ID NO: 12 son
mas similares al consenso del sitio de inicio de la traduccién Kozak que las secuencias que rodean el nucledtido 278.
Por esta razon, es también posible que el polipéptido IL-1 Hy2 esté codificado por un marco de lectura abierto mds
corto entre los nucledtidos 422 y 880 de SEQ ID NO: 12, que codifica un polipéptido predicho de 152 aminodcidos
(SEQ ID NO: 2).

Ejemplo 9
Secuenciacion del Clon BAC Gendmico de Raton IL-1 Hy2

Se exploré una genoteca de BAC comercial de ratéon (Research Genetics) con el cDNA de IL-1 Hy?2 de longitud
total utilizando procedimientos estandar. El clon BAC que contenia el gen IL-1 Hy2 de ratén se secuencié por métodos
convencionales y se representa como SEQ ID NO: 17. Basdndose en las secuencias, se predijeron los exones del gen
de IL-1 Hy?2 de ratén utilizando el soporte 16gico GenScan (Universidad de Stanford). Este andlisis indicé que el gen
IL-1 Hy2 de ratén contiene 4 exones. El cDNA predicho que codifica la proteina IL-4 Hy2 de ratén se representa
como SEQ ID NO: 16. La traduccién del polipéptido IL-1 Hy2 murino se inicia en el nucleétido 1 y termina en el
nucleétido 457 de SEQ ID NO: 17. Las secuencias de los polipéptidos IL-1 Hy2 de ratén y humano comparten 81,7%
de homologia. La secuencia de DNA gendmico murino puede utilizarse para generar animales transgénicos que sobre-
expresan el polipéptido IL-1 Hy2 o tienen el gen IL-1 Hy?2 “knockout” como se ha descrito arriba en la seccién 16.

Ejemplo 10
Inhibicion de la Produccion de IL-6 Inducida por IL-1(3

La inhibicién de la produccion de IL-6 inducida por Interleuquina-18 se estudié utilizando células endoteliales
humanas de la vena umbilical (Huvec). Se sembraron células Huvec a razon de 2 x 10* células por pocillo en una placa
de 96 pocillos el dia antes de la estimulacion de las células. El dia de la estimulacién, se lavaron las células una sola
vez con medio reciente (medio F12 con 100 ug/ml de heparina, 50 pug/ml de suplemento de crecimiento endotelial y
10% de suero bovino fetal) y se extendieron de nuevo con 200 ul de medio reciente [sin suplementos] en cada pocillo.
Las células Huvec se estimularon luego con 100 pg/ml (volumen final) de IL-18. Aunque este ensayo se realizé con
IL-1B, puede utilizarse cualquier citoquina de interés. Para ensayar la inhibicién de IL-6, se afiadieron a los pocillos
con la IL-1 concentraciones diferentes de IL-1 Hy2 (en las que la concentracién de IL-1/3 variaba desde 10x a 1000x)
o IL-1ra (en las que la concentracion de IL-1f variaba desde 10x a 1000x) con la IL-18.

Después de 16 horas de estimulacion de las células, se centrifugé la placa de cultivo durante 5 minutos a 4000 rpm
para eliminar los residuos celulares. Para ensayar respecto a la presencia de IL-6, se retiraron 100 ul de sobrenadante
y se ensayaron con un kit de inmunoensayo de IL-6 humana (R&D Systems) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.
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IL-1 Hy2 inhibia parcialmente la produccién de IL-6 estimulada por IL-183 de una manera dependiente de la dosis.
Teniendo en cuenta el hecho de que IL-6 bloquea la produccién del factor de necrosis tumoral (TNF), una citoquina
pro-inflamatoria, el hecho de que IL-1 Hy2 inhiba sélo parcialmente la produccién de IL-6 por IL-1 Hy2 puede ser
beneficioso en el tratamiento de estados de enfermedad inflamatorios con IL-1 Hy2 debido a sus efectos secundarios
reducidos. Es posible que preparaciones mds purificadas de IL-1 Hy2 puedan exhibir inhibicién completa en este
ensayo.

Ejemplo 11
Inhibicion de la Actividad de IL-18 por IL-1 Hy2

El experimento siguiente evalud la capacidad de IL-1 Hy2 para inhibir la actividad de IL-18, tal como se mide
por induccién de IFN-y. Se obtuvieron linfocitos humanos (PBMC) por separacién en gradiente de densidad Ficoll-
Hypaque de sangre periférica de donantes voluntarios sanos. Inmediatamente después del aislamiento, se lavaron
dos veces los PBMC con medio de crecimiento, que contenia RPMI 1640-10% suero bovino fetal, y se sembraron
3 x 10° células/pocillo en una placa de 96 pocillos. Las células se estimularon por adicién del anticuerpo anti-CD3
(R&D Systems, Minneapolis, MN) a todas las muestras a una concentracién final de 0,5 pg/ml. En el momento de la
estimulacion, todos menos un pocillo de control por placa se trataron con 100 ng/ml de IL-18 recombinante (R&D
Systems) durante 36 horas a 37°C con 5% de CO,. El pocillo sin tratar sirvié como medida de los niveles de ruido de
fondo de IFNy producida por las células PBMC estimuladas. El tratamiento con IL-18 causa que las células PBMC
aumenten la produccién de IFN-y con relacién a los niveles de ruido de fondo.

Para ensayar respecto a la inhibicién por IL-1 Hy2 de la produccién de IFNy estimulada por IL-18, se afiadieron
a los pocillos concentraciones de 100x veces a 1000x veces de IL-1 Hy2 (con relacién a la concentracién de IL-18)
junto con IL-18 en el momento de la estimulaciéon. Después de 36 horas de estimulacion de las células, la placa de
cultivo se centrifugd durante 5 minutos a 4000 rpm para eliminar los residuos celulares. El sobrenadante se ensayo
respecto a IFNy utilizando el kit ELISA IFNy Quantikine (R&D Systems) de acuerdo con el protocolo propuesto por
el fabricante.

Los resultados indicaban que IL-18 estimulaba por si sola la produccién de IFNy y que IL-1 Hy2 tenia ciertas
actividades inhibidoras sobre la estimulacién por IL-18. Con objeto de evaluar el mecanismo por el cual IL-1 Hy2
reducia la produccién de IFNy, se llevo a cabo el ensayo siguiente.

Se obtuvieron linfocitos humanos (PBMC), se lavaron, se sembraron, se estimularon con anticuerpo anti-CD3 y se
trataron con una concentracién final de 100 ng/ml de IL-18 (R&D Systems) como se ha descrito arriba. Se utilizaron
luego varios anticuerpos bloqueantes para ensayar la inhibicién de la produccién de IFNvy, con inclusién de anticuerpo
receptor anti-IL-18, anticuerpo de la proteina accesoria del receptor anti-IL-1, anticuerpo anti-receptor de IL-1 tipo I
y anticuerpo anti-receptor de IL-1 tipo II (obtenidos todos ellos de R&D Systems, Minneapolis, MN). Se afiadieron
cantidades diferentes de cada anticuerpo a los pocillos con IL-18, y después de 36 horas de estimulacién de las células,
se centrifugd la placa de cultivo durante 5 minutos a 4000 rpm para eliminar los residuos celulares. El sobrenadante
se ensayo respecto a IFNy utilizando el kit ELISA IFNy Quantikine (R&D Systems) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante.

En ausencia de un anticuerpo, IL-18 estimulaba la produccién de IFNy con relacién a los niveles de ruido de
fondo como se ha observado arriba. Sin embargo, el anticuerpo receptor anti-IL-18, el anticuerpo de la proteina anti-
accesoria y el anticuerpo del receptor anti-IL-1 tipo I pero no el tipo II inhibian la produccién de IFNy inducida por
IL-18.

Estos resultados indican que los compuestos que antagonizan la accién del receptor IL-1 inhiben la actividad de
IL-18 tal como se mide por induccién de la produccién de IFNy.

Ejemplo 12
Fijacion de IL-1 Hy2 al Receptor de Interleuquina-1

Se llevé a cabo un ensayo de fijacion de células, en una modificacion del procedimiento como se ha descrito arriba
en el Ejemplo 7.1, a fin de determinar si la IL-1 Hy2 de la invencién se fija al receptor de Interleuquina-1 (IL-1).
Resumidamente, se utilizé clasificacion de células activadas fluorescentes (FACS) para medir la fijacion celular de la
proteina recombinante (véase Ejemplo 6) utilizando anticuerpo fluorescentes especificos para el marcador rdpido en la
proteina recombinante IL-1 Hy2. En cada reaccién, se suspendieron 10° células de fibroblastos humanos (CCD 1089)
en 100 yl de tampén FACS (que contenia PBS destilada, suero de ternero al 3% y azida al 0,01%). Las reacciones
de fijacién de células incluian IL-1 Hy2 recombinante 5 mM en 100 ul de suspension de células. Las células se
incubaron en hielo durante 1 hora. Se redujeron las células a un sedimento por centrifugacion, se afiadieron 200 ul de
BS3 0,2 mM (reticulador), y se mantuvieron las células en hielo durante 30 minutos. A continuacidn, se afiadieron
10 wl de Tris IM de pH 7,5 y se incubaron las células durante 15 minutos en hielo. Se redujeron las células a un
sedimento por centrifugacidn, se lavaron una sola vez en tampén FACS, se suspendieron de nuevo en un volumen de
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100 w1 de tampén FACS, se afiadieron 2 ul de anticuerpo primario (anticuerpo anti-marcador rapido, 1 mg/ml), y se
continud la incubacién en hielo durante 30 minutos mds. Se redujeron las células a un sedimento por centrifugacion,
se lavaron con tamp6n FACS, y se suspendieron de nuevo en tampdén FACS (volumen 100 ul). Se afiadié el anticuerpo
secundario (conjugado a ficoeritrina), 2 ul de Ig anti-ratén (1 mg/ml) y se incubaron las células durante 30 minutos en
hielo. Se redujeron de nuevo las células a un sedimento por centrifugacion, se lavaron dos veces con tampon FACS, se
resuspendieron en 0,5 ml de tampdon FACS y se analizaron en FACS.

Se observ6 un cambio en la fluorescencia para las células tratadas con la IL-1 Hy2 marcada recombinante. Esta
fijacién era especifica, dado que no se observaba fijacién con la misma molaridad de proteinas no afines, tales como
seroalbimina bovina (BSA). Se demostré también la fijacién especifica de IL-1 Hy?2 en la linea de células T murina
D10 y la linea de células monoclonales murinas RAW 264.7. Estos resultados indican la fijacién de la proteina IL-1
Hy2 de la invencién al receptor de IL-1.

Ejemplo 13
Expresion del Polipéptido IL-1 Hy2 en Células de Mamifero

Para expresar IL-1 Hy2 en células de mamifero, se transfectaron células de ovario de hdmster chino (CHO) con
un vector de expresion de mamifero y se detectd la secrecion de IL-1 Hy2. La region codificante de la proteina de
IL-1 Hy2 se obtuvo por PCR. Se utiliz6 el cDNA de IL-1 Hy2 como molde para los iniciadores especificos de IL-
1 Hy2 (5’ ATGGTTCCCTCCCCATGGCAAG3’ y 5’GCTACCAGCTCTGTT-CAAAGTAAAAC3’; SEQ ID NO: 19
y 20, respectivamente) disefiados para amplificar el ORF mads corto. La reaccién PCR se realizé durante 30 ciclos
a 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 30 segundos. El producto PCR se insert6
en el vector pcDNA3.1/V5-His-Topo (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El constructo de
expresion resultante se secuencid para confirmar que la secuencia insertada de IL-1 Hy?2 era correcta.

Se transfectaron transitoriamente células CHO con el vector de expresion de mamifero, pcDNA IL-1 Hy2, uti-
lizando el reactivo de transfeccion FuGene (Roche Molecular Biochemicals) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Se recogi6 el medio de cultivo 48 horas después de la transfeccion y se pasé a través de un filtro de 0,2 p
para eliminar los residuos celulares.

El medio acondicionado recogido se concentrdé 10 veces utilizando microcolumnas (Amicon) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante y se analiz6 por electroforesis en un gel de SDS-poliacrilamida al 10% seguido por hibri-
dacién mediante transferencia Western. Se detect6 IL-1 Hy?2 en la transferencia Western con un anticuerpo policlonal
especifico para IL-1 Hy2 utilizando el BCIP/NBT (Sigma) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El anti-
cuerpo policlonal utilizado para la transferencia Western era el anticuerpo especifico IL-1 Hy?2 descrito en el Ejemplo
3. Se detect6 el polipéptido IL-1 Hy?2 tanto en el medio de cultivo de las células como en el lisado celular, lo que
sugeria que IL-1 Hy2 es un polipéptido secretado de peso molecular aparente 25 kD cuando se expresa en células de
mamifero. El polipéptido IL-1 Hy2 expresado en células de mamifero puede secuenciarse para confirmar la secuencia
del término amino de la proteina madura.

La presente invencién no debe considerarse limitada en alcance por las realizaciones citadas como ejemplo, que
tienen por objeto servir como ilustraciéon de aspectos singulares de la invencién, y composiciones y métodos que son
funcionalmente equivalentes estdn dentro del alcance de la invencién. De hecho, se espera que numerosas modifica-
ciones y variaciones en la practica de la invencién sean ideadas por los expertos en la técnica una vez consideradas las
presentes realizaciones preferidas. Por consiguiente, las tinicas limitaciones que deben establecerse sobre el alcance
de la invencién son las que aparecen en las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Un polinucleétido aislado que comprende un polinucledtido seleccionado del grupo constituido por:
(a) un polinucleétido que tiene la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 1, 12 6 14;
(b) un polinucleétido que tiene la secuencia de 4cido nucleico que codifica SEQ ID no: 2.

2. Un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido con actividad de IL-1 Hy2, que comprende un polinucle6-
tido seleccionado del grupo constituido por:

(a) polinucleétidos que codifican la secuencia de amino-dcidos de SEQ ID NO: 2 y
(b) polinucledtidos que codifican la secuencia de amino-dcidos de SEQ ID NO: 13.

3. Un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido con actividad antagonista de IL-1 Hy2 que se hibrida en
condiciones severas al complemento del polinucleétido de SEQ ID NO: 1 en las condiciones severas siguientes:

(a) hibridacién a 65°C en una solucién que contiene NaHPO, 0,5M, 7% de dodecil-sulfato de sodio (SDS), y
EDTA 1 mM;y

(b) lavado a 68°C en una solucién que contiene 0,1 X SSCy 0,1% de SDS.

4. El polinucleétido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que es un DNA.

5. El polinucleétido de la reivindicacion 4 que se selecciona del grupo constituido por polinucledtidos que tienen
la secuencia codificante de la proteina IL-1 Hy2 de SEQ ID NO: 1 y que comprende uno o mas de los cambios de
nucleétidos siguientes: T125C, C184T y A205C.

6. Un polinucleétido aislado que comprende un complemento del polinucleétido de la reivindicacidn 1.

7. Un vector de expresioén que comprende el DNA de la reivindicacién 4.

8. Una célula hospedadora modificada por ingenieria genética para contener el DNA de la reivindicacion 4.

9. La célula hospedadora de la reivindicacién 8 en la cual el DNA estd en asociacion operativa con una secuencia
reguladora que controla la expresion del DNA en la célula hospedadora.

10. Un polipéptido aislado con actividad antagonista de IL-1 Hy2 que comprende:
(a) la secuencia de la proteina IL-1 Hy2 de SEQ ID NOS: 2 6 13; 0
(b) un polipéptido codificado por el polinucledtido de la reivindicacién 3; o

(c) un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de 90% con la secuencia de
(a).

11. Una composicioén que comprende el polipéptido de la reivindicacién 10 y un vehiculo.

12. Un anticuerpo que reconoce especificamente un polipéptido con actividad de IL-1 Hy2 que estd constituido
por:

la secuencia de la proteina IL-1 Hy2 de SEQ ID NOS: 2 6 13.
13. Un método para detectar un polinucleétido de la reivindicacién 1 en una muestra, que comprende los pasos de:

(a) poner en contacto la muestra con un dcido nucleico que se fija a y forma un complejo con el polinucle6tido
durante un periodo suficiente para formar el complejo; y

(b) detectar el complejo, de tal manera que si se detecta un complejo, se detecta un polinucleétido de la reivin-
dicacién 1.

14. Un método para detectar un polinucleétido de la reivindicacién 1 en una muestra, que comprende los pasos de:

(a) poner en contacto la muestra en las condiciones de hibridacidn severas de la reivindicacién 3 con iniciadores
de 4cido nucleico que se reasocian a un polinucledtido de la reivindicacién 1 en tales condiciones; y

55



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 300 266 T3

(b) amplificar los polinucleétidos de la reivindicacién 1 de tal manera que si se amplifica un polinucleétido, se
detecta un polinucleétido de la reivindicacién 1.

15. El método de la reivindicacién 14, en el cual el polinucledtido es una molécula de RNA que codifica un
polipéptido de la reivindicacién 10, y el método comprende ademads transcribir inversamente una molécula de RNA
reasociada en un polinucleétido de cDNA.

16. Un método para detectar un polipéptido de la reivindicacién 10 en una muestra, que comprende:

(a) poner en contacto la muestra con un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 12, que se fija a y forma
un complejo con el polipéptido durante un periodo suficiente para formar el complejo; y

(b) detectar el complejo, de tal manera que si se detecta un complejo, se detecta un polipéptido de la reivindi-
cacién 10.

17. Un método para identificar un compuesto que se fija a un polipéptido de la reivindicacién 10, que comprende:

(a) poner en contacto un compuesto con un polipéptido de la reivindicacién 10 durante un tiempo suficiente
para formar un complejo polipéptido/compuesto; y

(b) detectar el complejo, de tal manera que si se detecta un complejo polipéptido/compuesto, se identifica un
compuesto que se fija a un polipéptido de la reivindicacién 10.

18. Un método para identificar un compuesto que se fija a un polipéptido de la reivindicacion 10, que comprende:
(a) poner en contacto un compuesto con un polipéptido de la reivindicacion 10, en una célula, durante un tiem-
po suficiente para formar un complejo polipéptido/compuesto, en el cual el compuesto dirige la expresion
de una secuencia de gen informador en la célula; y
(b) detectar el complejo por deteccion de la secuencia del gen informador, de tal manera que si se detecta un
complejo polipéptido/compuesto, se identifica un compuesto que se fija a un polipéptido de la reivindica-
cién 10.

19. Un método de produccién del polipéptido de la reivindicacién 10, que comprende:

(a) cultivar la célula hospedadora de la reivindicacién 8 durante un periodo de tiempo suficiente para expresar
el polipéptido contenido en dicha célula; y

(b) aislar el polipéptido de la célula del paso (a).
20. Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 10, capaz de fijarse al receptor de Interleuquina-1.

21. Un método de modulacién de la actividad bioldgica de un receptor de Interleuquina-1 que comprende poner en
contacto el receptor con el polipéptido de la reivindicacién 10, en donde dicho método es un método in vitro.

22. El polipéptido de la reivindicacién 10 acoplado a un marcador.

23. Un método de marcacién de un receptor de Interleuquina-1 (IL-1) que comprende poner en contacto dicho
receptor de IL-1 con un polipéptido marcado de la reivindicacién 22, en donde dicho método es un método in vitro.

24. Un kit que comprende el polipéptido de la reivindicacion 10.

25. Uso del polipéptido de la reivindicacién 10 en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de cancer
que implica niveles elevados de IL-1.

26. El uso de la reivindicacién 25, en el cual el medicamento estd destinado al tratamiento del cdncer que se
selecciona del grupo constituido por adenocarcinoma de mama, tumores cerebrales, melanoma, mieloma, tumores
de células gigantes de los huesos, leucemia mielégena aguda, carcinoma epidermoide oral y carcinoma de células
escamosas.

27. Uso de un polipéptido IL-1 Hy?2 de la reivindicacién 10 en la preparacién de un medicamento para el trata-
miento de un estado de enfermedad inflamatoria mediado por IL-18.
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FIGURA 2

SEQID NO.:12

30

40

50

60

U T EEPEPEIUIN SIS | . P | PP SrUPETUN B ERU BRI ST |
G3CAGTSUSA CVISGTTIT3A GITISGIITA TICTICAALT STGAGSGASS CTACASZAZA BO
C CCAZZCZA ZTITCASGSEC TSSGAATTLT TGTIIITCAG CTATTIGSAS GAATCICTTT 120
TCCAGTTTIT TASAADIASC CTALGCACAL ACATZCZZASE CTIACACCII GSTSSCTSo 180
ACTTGITCCT GGATASICTC AGTIACGLAG AGGTASAGIT SCLIr33a3Cs T8ItCcceec 240
CTCSAASCTCZT TSSTGZATTD TIGTAGGSICA 2TTATASATG AATCIITISS SSA&ZCIGTS 300

FIPEPAY BSTEPAP |

310

N S PR

320

S |

330

U IS |

340

I WPUS FWew

350

M WY |

360

CACCCIGTGS
CT7772TAAC
AATGTCTTC

ATACACAASGA
GAAGATCTSC

610

CT3ASTSGTY
TEICITTCTC
P

»-.bhAIUU

1

620

ul
- Py
CTAAGRCTCCT
rrmm—— P
: cewwwnl
CALSATATTA
- —mmyman

CZaCGTCTac
LAGTGAGSAT

CTITCRTTTS
CAGACATCAL
TATGCAGAZLZ
GTAGACAALT

- - —

. am .
papepe Ry Y

AR

650

ATCCAGICTC
TSATIGZAGS
AGALGGETCY
GCTCT3CAGA
B T A

11 ) i ev v ava

360
420
480
540
800

660

TS WY S S | NPETE S RS D [ TS TSR TS N |

SATCCAGSGA COCAZCTCSCT SICTCICATS STGTOGACACA GAAGAGSGSC CTTCZCTACA BBO
GCTGCAGGAT GTGAACATTS AGSAAITGTA CAAAJGTSCT GAAGAGGCZA CACSCTTCAC 720
CTTCTTCCAG AGCASCTCAG SCTZCSCCTT CAGSITTTGAG GOTQITGCTT G3CCTGGCTS 780

GTTCCTGTCT GSCLCGGCAS AGTICTAGCA CTCAGTAZAS CTCACCAASG AGAGTGAGCZC B4O
CTCACCCIGY ATCAASTTTT ACTTTCSAACA GAGITIGTAS GGAGACZAGGA AACTICSTTT 900
910 920 930 940 950 960
SUTE DUTWE BT T BTN SN B R B NP AW |
TAGCCTTCYS CICITAAACT AAGITIATCD TRCTCASIS! CTATGGTAGS CabAaTAATG 960
TCCCCCGAAA TATGTCIACA TCITAATIZT AAGATCTSTS CATATITTAZ ZATACATGTS 1020
CAAAGAGGTT TTSTAAATET SATTATGTTA AGSATCTTIA AATGAGGAGA ZaaTCZT233 1080
TYATCCTTST SSSCTCAG™T TAATZACAAS AASCAGITAS GAAZG3ASAS TCASACAGAG 1140
AATGCAACLY AZZATEITTZ TAATTTTGAA GATCSASTSA G333CTTICA 3LCAACATAT 1200
1210 1220 1230 1240 1250 1260
ITE TS T BN I U T PSR TS B WS S | WO IS |
GUTTGTCTTT TTVAGAASGAG GAAAAGICAA S3CAATSGAT TCTCCTCTAS AGTCTICSGA 1260
AGGAACACAG CiCTTSACAC ATGSATTTZA GITZAGTCAC ACCCATTTCA CAZTTCTGAC 1320

CTCCACAACT

ATAAAATAATY

AAATTTGYGT

TATTGTAAAT

59

CICTIGG 1366
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FIGURA 3
SEQID NO.: 13
10 20 20 Ll S0
TS T T I T T IS T AT S |

MNGLONPCS® WLSZSKPO-V CLWLMPASSS NC2SL_PISE ZIT2LIACYI 50
S_PMARYY]] KYADOKALY™ RCGC.LVIDP YADNCZAIKI CTLPNRGLOR 100
TKYPIFLGIC GISRILACVE TZzS3S.9Lz JVNIEZILYKG GIEATRFT+= 150
CSSSGSAFRL EAAAWPGWF_ COPAZ220PY O_TKISZFS4 RTKFYFEZSW 200

60
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FIGURA 4

SEQID NO.: 14

40

50

60

10 20 30
T Y MRS D ST DU HEPI T RPIATE SErree S B DUWwS
C3CACTSG5A CT33GTTT3A GITI33CTTA TCCTICAALT STSAGGGAGS CTACASCAZA 6O
CiCoAZCCZA CTIZTCASGESC TSSSAATTET TGTSSITCAG CTATTTGGSS GAATCTCTTY 120
TCCAGTTTZT CAGAAZZAGC CTAASCACAC ACATIZTASG CTCACACCIC 7GSTIGGCTSG 18O
A21TBCTCIS GOATASZCTC ASTCACGCAG AGGTASAGTT SCCITPGSAGTT TGOTCCGIIG 240
CTCIAASCCT TE3TGSATTC TSOTAGG{IA ATTATAGACG AATCIITISS GSAACZTISGTS 300
310 320 330 340 350 360
JOTSY Y DY T N DR BV ST Ul BrUTTS FTEL I TETY Rerews &
CAC=CSGTGG CTSAGTSGTT CTAASCCLTA GCACGTITGC ITCTICCCTTC ACTCAGICTC 360
CT-TTCTAAC TGCCITTCTC TISTICZCCAT LAGTGAGGAZ TAGACAZCAC TIATIGCAGS 420
AATGTSTTCC 2TCCCSTCATSS CAASATATTA CATAATTAAA TATGCAGAIL AGAASGITCT 480
LTAZACAAGA SAZCSSCAST TGCTSCTSSG ASATCITOTT SCAGACAAIT GIYSTOTAGA 540
CAASATCTGC ACACTTLCTA AZASASGITTY GUATIGCACT AASCTCITIA TTTTICTSCS 600
610 620 630 640 650 660
TS I N DR S PUTIY RV N U TS MPNTEe FuT Tl M wers Puees |
SATICAGGSA COSA3ICSCIT GIZTLSCATG TGTSJACACA GAAGAGGGSC TVTCCCTACA 660
SGCTOSAGGAT GTGAACATTS AGGAAZTGTA CAAASITGCT GAAGAGGCCA CACGCTTCAC 720
CTTCTTCCAG AGCASCTCAG SCTCCSCCTT CAGSTTIGAG GITSCTGCTT GGCCTGGCTS 780
GTTCCTGTCT GGCCCGGIAS ASCICCAGCA CGCLCAGTACAS CTCACCAASS AGASTGAGCC 840
ZTZAGCCCGT ACCAASTTTT ACTTTCAACA GAGITGGTAG GSAGATAGSA AACTSCSTTT 900
910 92 930 940 850 960
NP FUUTE NI DAL IO L B TS I BTN T W SIS SUrews |
TAGCITTCTYS CICIZZAAACT AAGITIATLCS TSCTIASSOT CTATGATAGS CALAATAATG 960
SCCCZCGARA TATGTCZACA TCITAATIIT AAGATCYGTS CATATGTTAL TATACATGTC 1020
ZAAAGAGGTT TTGZAAATCT SATTATGTTA AGSATCTTCA A27GAGGAGA CAATCITSSG 1080
TTATICTTST 3GCSCTLAG™T TAATZACAAG AACCAGSCAS GAATGGASAS TUASACAGAS 1140
AATGSAAGLT ACZATSIT™Z TAATTTTGAA GATOGASTSA GGSSCITTGA STCTAATATAT 1200
210 1220 1230 1240 1250 1260
FEUWE B SRR DU P WY il B e SWarer | Y DU WIS AW |
GCTTATGTTT TTASAASGAG GAAALGICAA GGCAAZSGAT SCTCCICTAY AGTCTITCIGA 1260

AGGAACACAG CITTTSACAC ATGSATTIIA GITIASTCAC
CTCCACAACT ATAAAATAAT AAAZTIGTGT TATTGTAAAC

61

ACCCATTTCA
CTCTGS

1366

CACTTCTGALC 1320
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<400> 1

20
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35

40

50

55
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65

ggttccagga actcaggatc tgcagtgagg accagacacc actgattgca gga atg 56
Met
1

tgt tcec cte Ccc atg gca aga tac tac ata att aaa tat gca gac cag 104
Cys Ser Leu Pro Met Ala Arg Tyr Tyr Ile Ile Lys Tyr Ala Asp Gln

S 10 15

aag gct cta tac aca aga gat ggc cag ctg ctg gtg gga gat cct gtt 152

Lys Ala Leu Tyr Thr Arg Asp Gly Gln Leu Leu Val Gly Asp Pro Val
20 25 30

gca gac aac tgc tgt gca gag aag atc tgc aca ctt cct aac aga ggc 200

Ala Asp Asn Cys Cys Ala Glu Lys Ile Cys Thr Leu Pro Asn Arg Gly
35 40 45

ttg gac cgc acc aag gtc ccC att ttc ctg ggg atc cag gga ggg agc 248
Leu Asp Arg Thr Lys Val Pro Ile Phe Leu Gly Ile Gln Gly Gly Ser
50 S5 60 65

cge tgc ctg gca tgt gtg gag aca gaa gag ggg cct tcec cta cag ctg 296
Arg Cys Leu Ala Cys Val Glu Thr Glu Glu Gly Pro Ser Leu Gln Leu

70 75 80

gag gat gtg aac att gag gaa ctg tac aaa ggt ggt gaa gag gcc aca 344

Glu Asp Val Asn Ile Glu Glu Leu Tyr Lys Gly Gly Glu Glu Rla Thr
BS 90 95

cge ttc acc ttc tte cag agc age tca ggc tee goc ttc agg ctt gag 392

Arg Phe Thr Phe Phe Gln Ser Ser Sexr Gly Ser Ala Phe Arg Leu Glu
100 105 110

gct get goc tgg cct gge tgg ttc €tg tgt ggc ccg gca gag ccc cag 440

Ala Ala Ala Trp Pro Gly Trp Phe Leu Cys Gly Pro Ala Glu Pro Gln
115 120 125



10

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210>2
<211> 152
<212> PRT

cag cca gta

Gln Pro val

130

ttt tac ttt

Phe Phe

Tyr

ccceccaaacce

tatgtccaca

ttgcaaatgt

gggctecagtt

accatgcttc

ttagaaggag

ctctrgacac

ataaaataat

<213> Homo sapiens

cag ctc

Gln Leu

acc

Thr

ES 2 300 266 T3

135

gaa cag

Glu Gln

150

aagctcatcc

tcetaatece

gattatgtta

taatcacaag

taattttgaa

gaaaagccaa

atggatttca

aaacttgtgt

agc

Ser

Trp

tgctcagggt

aagatctgtg

aggatcttga

aaggaggcag

gatggagtga

gggaacggat

gctcagtgac

tattgtaaac

140

ctatggtagg

catatgttac

aatgaggaga

gaagggagag

ggggecttga

tctecctcetat

acccatttca

ctctgyg

cagaataatg

catacatgtc

caatcectggg

tcagagagag

gccaacatat

agtctccgga

gacttctgac

aag gag agt gag ccc tca gecc cgt acc aag

Lys Glu Ser Glu Pro Ser Ala Arg Thr Lys

145

tgg tag ggagacagga aactgcgttt tagccttgtg

tcccccgaaa

caaagaggtt

ttatccttgt

aatggaagat

gcaggtgttt

aggaacacag

ctccacaact

488

542

602

662

722

782

842

902

962

998
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<400> 2

<210>3

ES 2 300 266 T3

Met Cys Ser Leu Pro Met Ala Arg Tyr Tyr Ile Ile

1

Gln Lys

val Ala

Gly Leu

SO

Ser Arg

€S

Leu Glu

Thr Arg

Glu Ala

Gln Gln

130

Lys Phe

145

Ala

Asp

35

Asp

Cys

Asp

Phe

Ala

115

Pro

Leu

20

Asn

Arg

Leu

val

Thr

100

Ala

val

5

Tyr Thr

Cys Cys

Thr Lys

Ala Cys

70

Asn Ile

85

Phe Phe

Trp Pro

Gln Leu

Arg

Ala

Val

55

Val

Glu

Gln

Gly

Thr

135

Asp

Glu

40

Pro

Glu

Glu

Ser

Trp

120

Lys

Tyr Phe Glu Gln Ser Trp

150

Gly

25

Lys

Ile

Thr

Leu

Ser

105

Phe

Glu

10

Gln

Ile

Phe

Glu

Tyr

90

Ser

Leu

Ser

Lys Tyr Ala Asp

Leu

Cys

Leu

Glu

75

Lys

Gly

Cys

Glu

Leu

Thr

Gly

€0

Gly

Gly

Ser

Gly

Pro

140

val

Leu

45

Ile

Pro

Gly

Ala

Pro

125

Ser

Gly

30

‘Pro

Gln

Ser

Glu

Phe

110

Ala

Ala

15

Asp

Asn

Gly

Leu

Glu

9SS

Arg

Glu

Arg

Pro

Gly

Gln

80

Ala

Leu

Pro

Thr
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<211>998
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (3)..(512)

<400> 3

ES 2 300 266 T3

gg ttc cag gaa ctc agg atc tge agt gag gac cag aca cca ctg att

Phe Gln Glu Leu Arg Ile Cys Ser Glu Asp Gln Thr Pro Leu Ile

1

gca gga

Ala Gly

gca gac

Ala Asp

gat cct

Asp Pro

atg

Met

cag

Gln

gtt
val

50

tgt

Cys

aag
Lys

35

gca

Ala

tce
Ser

20

gct

Ala

gac

Asp

5

cte

Leu

cta

Leu

aac

Asn

cce

Pro

tac

Tyr

tgc

Cys

atg

Met

aca

Thr

tgt
Cys

SS

gca

Ala

aga
Axg

40

gca

Ala

aga
Arg

25

gat

Asp

gag
Glu

10

tac

Tyr

ggc

Gly

aag

Lys

tac

Tyr

cag

Gln

atc

1le

ata

Ile

ctg

Leu

tgc
Cys

60

att

Ile

ctg
Leu

4S

aca

Thr

aaa
Lys

30

gtg

val

ctt

Leu

1s

tat

Tyr

gga

Gly

cct

Prxo

47

95

143

191
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aac aga ggc ttg gac c¢cgc acc aag gtc ccc ate
Asn Arg Gly Leu Asp Arg Thr Lys Val Pro Ile

65 70

gga ggg agc cgc tgc ctg gca tgt gtg gag aca
Gly Gly Ser Arg Cys Leu Ala Cys Val Glu Thr

80 8s 90

cta cag c¢tg gag gat gtg aac att gag gaa ctg
Leu Gin Leu Glu Asp Val Asn Ile Glu Glu Leu

100 105

gag gcc aca cgc ttc acc ttc ttc cag agc agce
Glu Ala Thr Arg Phe Thr Phe Phe Gln Ser Ser

115 120

agg ctt gag gct gct gcc tgg cct ggoc tgg ttc
Arg Leu Glu Ala Ala Ala Trp Pro Gly Trp Phe

130 135
gag ccc cag cag cca gta cag ctc acc aag gag
Glu Pro Gln Gln Pro Val Gln Leu Thr Lys Glu
145 150
cgt acc aag ttt tac ttt gaa cag agc tgg tag
Arg Thr Lys Phe Tyr Phe Glu Gln Ser Trp
160 165 170

tagccttgtg cccccaaacce aagctcatcce tgetcagggt

tccceccgaaa tatgtccaca tcctaatcec aagatctgtg

ttc ctg ggg atc cag 239
Phe Leu Gly Ile Gln

75

gaa dgag ggg cct tcc 287
Glu Glu Gly Pro Ser

95

tac aaa ggt ggt gaa 335
Tyr Lys Gly Gly Glu

110

tca ggc tcc gce tte 383
Ser Gly Ser Ala Phe

125

ctg tgt ggc ccg gca 431

Leu Cys Gly Pro Ala

140

agt gag ccc tca goe 479

Ser Glu Pro Ser Ala

155

ggagacagga aactgcgttt 532

ctatggtagg cagaataatg 592

catatgttac catacatgtc 652
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<210> 4
<211> 169
<212> PRT

caaagaggtt

tratccttgt

aatggaagat

gcaggtgtte

aggaacacag

crecacaace

<213> Homo sapiens

<400> 4

ttgcaaatgt

gggctcagtt

accatgette

ttagaaggag

ctcttgacac

ataaaataat

Phe Gln Glu Leu Arg

Gly Met Cys Ser Leu

Asp Gln

Pro Val

50

20

Lys Ala Leu

35

Ala Asp Asn

ES 2 300 266 T3

gattatgtta aggatcttga aatgaggaga caatcctggg

taatcacaag aaggaggcag gaagggagag tcagagagag

taattttgaa gatggagtga ggggccttga gocaacatat

gaaaagccaa gggaacggat tctectetat agtctecegga

atggatttca gctcagtgac acccatttca gacttotgac

aaacttgtgt tattgtaasac ctectgg

Ile Cys Ser Glu Asp Gln Thr Pro Leu Ile Ala

10 15

Pro Met Ala Arg Tyr Tyr Ile Ile Lys Tyr Ala

25 30

Tyr Thr Arg Asp Gly Gln Leu Leu Val Gly Asp

40 45

Cys Cys Ala Glu Lys Ile Cys Thr Leu Pro Asn

60

32}
[0

712

772

832

882

952

998
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Azg Gly

65

Gly Ser

Gln Leu

Ala Thr

Leu Glu

130

Pro Gln

145

Thr Lys

<210>5

<211> 155

<212> PRT
<213> Homo sapiens

Leu

Arg

Glu

Axg

115

Ala

Gln

Phe

Asp

Cys

Asp

100

Phe

Ala

Pro

Tyr

Arg

Leu

8s

val

Thr

Ala

val

Phe

165

ES 2 300 266 T3

Thr

70

Ala

Asn

Phe

Trp

Gln

150

Glu

Lys

Cys

Ile

Phe

Pro

135

Leu

Gln

val Pro Ile

Val Glu Thr

90

Glu Glu Leu

105

Gln Ser Ser

120

Gly Trp Phe

Thr Lys Glu

Ser Trp

Phe Leu

75

Glu Glu

Tyr Lys

Ser Gly

Leu Cys

140

Ser Glu

155

Gly

Gly

Gly

Ser

125

Gly

Pro

Ile Gln

Pro Ser

95

Gly Glu

110

Ala Phe

Pro Ala

Ser Ala

Gly

80

Leu

Glu

Arg

Glu

Arg

160
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<400> 5

Met

Lys

Ala

Trp

Ser

65

Glu

Ser

Sex

Gln

Pro

145

<210> 6

<211> 178

<212> PRT

<213> Rattus rattus

Val

val

Gly

Leu

50

Gln

Pro

Phe

Ala

Pro

130

Ile

Leu

Leu

Lys

35

Asp

Cys

val

Thr

Ala

115

val

Thr

Ser

Tyrx

20

Val

Ala

Leu

Asn

Phe

100

Tyr

Arg

Asp

Gly

Leu

Ile

Ser

Ser

Ile

85

Tyr

Pro

Phe

ES 2 300 266 T3

Ala

His

Lys

Leu

Cys

70

Met

Arg

Gly

Thr

Tyr

150

Leu Cys Phe Arg

10

Asn Asn Gln Leu

25

Gly Glu Glu Ile

40

Ser Pro Val Ile

S5

Gly val Gly Gln

Glu Leu Tyr Leu

90

Arg Asp Met Gly

105

Trp Phe Leu Cys

120

Gln Leu Pro Glu

135

Phe Gln Gln Cys

Met

Leu

Ser

Leu

Glu

75

Gly

Leu

Thr

Asn

Asp

155

Lys

Ala

val

Gly

60

Pro

Ala

Thr

val

Gly

140

Asp

Gly

val

45

Val

Thr

Lys

Ser

Pro

125

Gly

Ser

Gly

30

Pro

Gln

Leu

Glu

Ser

110

Glu

Trp

Ala

15

Leu

Asn

Gly

Thy

Ser

95

Phe

Ala

Leu

His

Arg

Gly

Leu

80

Lys

Glu

Asp

Ala
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<400> 6

Met

Ile

Pro

phe

Asn

65

Asn

Lys

Asp

Ser

Trp

145

Glu

Leu

Cys

Tyx

50

Thr

val

Ser

Leu

Glu

Phe

Ile

Leu

Lys

35

Leu

Lys

Phe

Gly

Asn

115

Thr

Leu

Cys Arg

Phe Arg

20

Met

Gln

Arg Asn

Leu Glu

Leu Gly

85

Asp Asp

100

Lys

Asn

Gly Pro

Cys

Thr

ES 2 300 266 T3

Gly

Ser

Ala

Asn

Glu

70

Ile

Thr

Lys

Thr

Thy

150

Pro

Glu

Phe

Gln

S5

Lys

His

Lys

Glu

Leu

Asn Thr Pro Lvs Glu Pro Cys

Asp Gln

<210>7

211> 177
<212> PRT
<213> Sus scrofa

165

Tyr

Ser

Arg

40

Leu

Ile

Gly

Leu

Glu

120

Ser

Glu

Thr

Ser

Ala

25

Ile

Ile

Asp

Gly

Gln

105

Asp

Phe

Ala

Val Thr Lys Phe Tyr Phe Gln Glu

10

His

10

Gly

Trp

Ala

Met

Lys

20

Leu

Lys

Glu

Asp

His

Asp

Gly

val

75

Leu

Glu

Arg

Sex

His

170

Ile

Pro

Thr

Tyr

60

Pro

Cys

Glu

Phe

140

Pro

Ser

Ala

Asn

45

Ile

Leu

Val

Thr

125

Ala

Val

Leu

Gly

30

Gln

Gln

Asp

Ser

Asn

110

Phe

Cys

Ser

Leu

15

Lys

Lys

Gly

Phe

Cys

9s

Ile

Ile

Pro

Leu

Leu

Arg

Thr

Pro

Arg

80

val

Thr

Arg

Gly

Thr

160

178
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<400> 7

Met Glu

Phe Leu

Cys Axg

Tyr Leu

Thr Lys

65

Val Phe

Ser

Leu

Asp

Phe

145

Thr

Gln

S50

Gly

Arg

Ser

130

Leu

Pro

Val Ser Arg

Phe His Ser

20

Met Gln Ala

a5

Arg Asn Asn

Leu Glu Glu

Leu Gly Ile

85

Asp Glu Met

100

Lys Asn Ser

115

Gly Pro Thr

Cys Thr Ala

Lys Ala Ala

165

ES 2 300 266 T3

Tyr

Glu

Fhe

Gln

Lys

70

His

Lys

Glu

Thr

Leu

150

val

Leu

Thr

Arg

Leu

55

Ile

Gly

Leu

Gln

Ser

135

Glu

Lys

Cys Ser

Ala Cys

25

Ile Trp

1C

Val Ala

Asp Val

Gly Lys

Gln Leu

105

Asp Lys

120

Phe Glu

Ala Asp

val Thr

11

10

His

Asp

Gly

val

Leu

90

Asp

Ser

Gln

Lys

170

Leu

Pro

val

Tyr

Pro

75

Cys

Ala

Phe

Ala

Pro

155

Phe

l1le Ser Phe Leu Leu

15

Leu Gly Lys Arg Pro

30

Asn Gln Lys Thr Phe

45

Leu Gln Gly Pro Asn

€0

val Glu Pro His Phe

80

Leu Sexr Cys Val Lys

val

Thr

Ala

140

val

Tyr

Asn

Phe

125

Cys

Gly

Phe

Ile

Ile

Pro

Leu

Gln

95

Thr

Gly

Thr

Gln

175

Asp

Ser

Trp

Asn

160

Asp
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<210> 8

<211> 177

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

ES 2 300 266 T3

Met Glu Ile Cys Arg Gly Leu Arg Ser

1

5

Phe Leu Phe His Ser Glu Thr Ile Cys

Ser Lys

Tyr Leu

50

val Asn

65

.eu Phe

Ser Gly

Leu Ser

Asp Ser

130

Phe Leu

145

Met Pro

Glu

20

Met Gln Ala

Arg

Leu

Leu

Asp

Glu

115

Gly

Cys

Asp

35

Asn

Glu

Gly

Glu

100

Asn

Pro

Thr

Glu

Asn

Glu

Ile

85

Thx

Arg

Thr

Ala

Gly

165

Phe

Gln

Lys

70

His

Arg

Lys

Thr

Met

150

Val

Arg

Leu

S5

Ile

Gly

Leu

Gln

Ser

135

Glu

Met

Ile

val

Asp

Gly

Gln

Asp

120

Phe

Ala

val

25

Trp
40

Ala

Val

Lys

Leu

105

Lys

Glu

Asp

Thr

12

His

10

Axg

Asp

Gly

val

Met

90

Glu

Arg

Ser

Gln

Lys

170

Leu Ile

Pro Ser

val

Tvr

Pro

75

Cys

Ala

Phe

Ala

Pro

1585

Phe

Asn

Leu

60

1le

Leu

val

Ala

Ala

140

val

Tyr

Thr Leu

Leu

1s

Gly Arg Lys

Gln

30

Lys

45

Gln

Glu

Ser

Asn

Phe

125

Ser

Phe

Gly

Pro

Cys

Ile

110

Ile

Pro

Leu

Gln

Thr

Pro

His

val

95

Thr

Arg

Gly

Thr

Glu

175

Leu

Ser

Phe

Asn

Ala

80

Lys

Asp

Ser

Trp

Asn

160

Asp
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<210>9
<211> 159
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

<210> 10
<211> 22
<212> DNA

Met

Met

Axg

Leu

Leu

&S

Glu

Gly

Cys

Ala

Gln

Asn

Glu

S0

Gly

Glu

Asn

Pro

Thx

130

Ala

Asn

35

Glu

Ile

Thr

Arg

Thr

115

Ala

Glu

Phe

20

Gln

Lys

His

Arg

Lys

100

Thr

Met

Thr

Arg

Leu

Ile

Gly

Leu

8s

Gln

Ser

Glu

ES 2 300 266 T3

Ile

Ile

Val

Asp

Gly

70

Gln

Asp

Phe

Ala

Cys

Trp

Ala

val

S5

Lys

Leu

Lys

Glu

Asp

135

Arg

Asp

Gly

40

Val

Met

Glu

Arg

Ser

120

Gln

Pro

Val

25

Tyr

Pro

Cys

Ala

Phe

105

Ala

Pro

Ser

10

Asn

Leu

Ile

Leu

Val

90

Ala

Ala

val

Asp Glu Gly Val Met Val Thr Lys Phe

145

150

13

Gly

Gln

Gln

Glu

Ser

7S

Asn

Phe

Cys

Ser

Arg

Lys

Gly

Pro

60

Cys

Ile

Ile

Pro

Leu

140

Phe Gln Glu Asp Glu

155

Lys

Thr

Pro

45

His

Val

Thr

Arg

Gly

125

Thr

Ser

Phe

30

Asn

Ala

Lys

Asp

Ser

110

Trp

Asn

Ser

15

Tyr

val

Leu

Ser

Leu

95

Phe

Met

Lys

Leu

Asn

Phe

Gly

80

Ser

Ser

Leu

Pro
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ES 2 300 266 T3

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: iniciador
<400> 10
ccgcaccaag gtccecattt tc

<210> 11

<211>22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: iniciador

<400> 11
gagcccacaa ggataaccca gg

<210> 12
<211> 1366
<212> DNA

<213> Homo sapiens

14

22

22
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<400> 12

ggcagtggga
ctccacccceca
tccagtttet
acttgctcce
gtggaagcct
cagccecgtgg
cttttctaac
aatgtgttce
atacacaaga
gaagatctgc
gatccaggga
gctggaggat
cttcttccag
gttcctgtgt
ctcagcccgt
tagccttgtyg
tccecccgaaa
caaagaggtt
ttatccttgt
aatggaagat
gecttgtgette
aggaacacag

ctccacaact

<210> 13

<211> 200

<212> PRT

<213> Homo sapiens

ctgggtttga
ctctcagggce
cagaaccagce
ggatagccte
tggtggattc
ctgagtggtt
tgcecctecte
ctceccatgyg
gacggccagc
acacttccta
gggagccgcet
gtgaacattg
agcagctcag
ggcccggcag
accaagtttt
cccccaaacc
tatgtccaca
ttgcaaatgt
gggctcagtt
accatgcttc
ttagaaggag
ctcttgacac

ataaaataat

ES 2 300 266 T3

gctgggcetta
tgggaattgt
gcaégcacac
agtcagggag
tggcaggcca
ctaagceccca
tcctccccat
caagatacta
tgctggtagyg
acagaggctt
gcctggeatg
aggaactgta
gctccgcectt
agccccagca
actttgaaca
aagctcatcc
tcctaatcec
gattatgtta
taatcacaag
taattttgaa
gaaaagccaa
atggatttca

aaacttgegt

tcctccaact
tgtggctcag
acatcccagg
aggcagagct
attatagatg
gcacgtctgce
cagtgaggac
cataattaaa
agatcctgtt
ggaccgcacc
tgtggagaca
caaaggtggt
caggcttgag
gccagtacag
gagctggtag
tgctcagggt
aagatctgtg
aggatcttga
aaggaggcag
gatggagtga
gggaacggat
gctcagtgac

tattgtaaac

15

gtgagggagg
ctatttgggg
ctcacacccec
gcectggagec
aatggecctgg
ctectggcete
cagacaccac
tatgcagacc
gcagacaact
aaggtccceca
gaagaggggc
gaagaggcca
gctgetgect
ctcaccaagg
ggagacagga
ctatggtagg
catatgttac
aatgaggaga
gaagggagag
ggggccecttga
tctcctctat
acccatttca

ctctgg

ctacagcaca
gaatctgttt
tggtggctgg
tgctgggcetg
ggaacccgtg
acccagcctc
tgattgcagg
agaaggctct
gctgtgcaga
tttrcectggg
cttccctaca
cacgcttcac
ggcctggetg
agagtgagcc
aactgcgtte
cagaataatg
catacatgtc
caatcetggg
tcagagagag
gccaacatat
agtctccgga

gacttctgac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1366
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<400> 13

Mer Asn Gly Leu

Pro Gln His Val

20

Pro Scr Leu Leu

3s

Met Cys Ser Leu

50

Gln Lys Ala Leu

65

val Ala Asp Asn

Gly Leu Asp Arg

100

Ser Arg Cys Leu

115

Leu Glu Asp Val

130

Thr Arg Phe Thr

145

Glu Ala Ala Ala

Gln Gln Pro Val Gln Leu Thr Lys Glu Ser Glu

Gly

Cys

Pro

Pro

Tyx

cys

85

Thr

Ala

Asn

Phe

Trp

165

180

ES 2 300 266 T3

Asn

Leu

Ile

Met

Thr

70

Cys

Lys

Cys

Ile

Phe

150

Pro

Pro

Trp

Ser

Ala

sS

Arg

Ala

Val

Val

Glu

135

Gln

Glv

Cys

Leu

Glu

40

Axg

Asp

Glu

Pro

Glu

120

Glu

Ser

Trp

Ser

His

25

Asp

Tyr

Gly

Lys

Ile

105

Thr

Leu

Ser

Phe

185

Lys Phe Tyr Phe Glu Gln Ser Trp

185

200

16

Pro

10

Pro

Gln

Tyx

Gln

Ile

20

Phe

Glu

Tyr

Ser

Leu

170

Trp

Ala

Thr

Ile

Leu

75

Cys

Leu

Glu

Lys

Gly

15S

Leu

Ser

Pro

Ile

60

Leu

Thr

Gly

Gly

Gly

140

Ser

Gly

Pro

Ser

Phe

Leu

45

Lys

val

Leu

Ile

Pro

125

Gly

Ala

Pro

Gly

Ser

30

Ile

Tyr

Gly

Pro

Gln

110

Ser

Glu

Phe

Ala

Ser

15

Asn

Ala

Ala

Asp

Asn

95

Gly

Leu

Glu

Arg

Glu

175

Lys

Cys

Gly

Asp

Pro

:14]

Arg

Gly

Gln

Ala

Leu

160

Pro

Ser Ala Arg Thr

190



10

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 14
<211> 1366
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 14

<210> 15
<211> 5445
<212> DNA
<213> Homo

aatggaagat

ggcagtggga
ctccacccca
tccagtttct
acttgetccec
gtggaagcct
cagcccgtgg
cttttctaac
aatgtgttce
atacacaaga
gaagatctgc
gatccaggga
gctggaggat
cttcttecag
gttcctgtgt
ctcagccecegt
tageccttgtg
tceeccgaaa
caaagaggtt

ttatccrtgt

ctgggtttga
ctctcagggce
cagaaccagc
ggatagcctc
tggtggattc
ctgagtggtt
tgcccttete
ctcecccatgg
gacggccage
acacttccta
gggagceget
gtgaacattg
agcagctcag
ggcccggeag
accaagtttet
ccecccaaacc
tatgtccaca
ttgcaaatgt

gggctcagrtt

gcrtgtgeet
aggaacacag

ctccacaact

sapiens

ES 2 300 266 T3

gctgggctta
tgggaattgt
gcaagcacac
agtcagggag
tggcaggcca
ctaagcccca
tcetecccat
caagatacta
tgetggtggg
acagaggctt
gcctggcatg
aggaactgta
gctecgectet
agccccagea
actttgaaca
aagctcatcce
tcctaatcece
gattatgtta

taatcacaag

accatgcttc taattttgaa

ttagaaggag gaaaagccaa

ctcttgacac atggatttca

ataaaataat aaacttgtgt

tcctccaact
tgtggctcag
acatcccagg
aggcagagct
attatagacg
gcacgtctgce
cagtgaggac
cataattaaa
agatcctgtt
ggaccgecacc
tgtggagaca
caaaggtggt
caggcttgag
gccagtacag
gagctggtag
tgctcagggt
aagatctgtg
aggatcttga

aaggaggcagq

gatggagtga

gtgagggagg
ctatttgggg
ctcacacccc
gcctggagcee
aatggcctgg
ctctggctte
cagacaccac
tatgcagacc
gcagacaact
aaggtcccca
gaagaggggc
gaagaggcca
gctgectgect
ctcaccaagg
ggagacagga
ctatggtagg
catatgttac
aatgaggaga

gaagggagag

gggaacggat
gctcagtgac

tattgtaaac

17

ctacagcaca
gaatctgtet
tggtggctgg
tgctgggeeg
ggaacccgtg
acccagcctce
tgattgcagg
agaaggctct
gctgtgcaga
ttttcctggyg
cttccctaca
cacgcetcac
ggcctggetg
agagtgagcc
aactgcgttt
cagaataatg
catacatgtc
caatcctggg

tcagagagag

690

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

S00

960

1020

1080

1140

ggggccttga gccaacatat

tctcctctat agtctccgga

acccatttca gacttctgac

crtctgg

1200

1260

1320

1366
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<400> 15

ctggactgga
gagtcatcag
tctgggcaca
gtttggccaa
ttatctgtac
agcagcattg
gcctgaaaaa
ataagtgtga
aatcactcca
tcccccaggt
tcatttaaaa
aaaatgttga
gagtaacata
trgatctata
agctecccata
atttcttagc

aaaaaattat

aagagtaagg

ccagcattga
cttgctatcc
gctaccacac
ggggagccca

tgggggattg

acatcacctg
ccagaatctg
agaatggaat
agtcctactg
gatgcagatg
aatgttgaaa
tatgtttaaa
tctatgtatg
atctgcattt
atatcatctt
caattaccta
gcagtgaaca

gaaacacatg

ES 2 300 266 T3

atttcttceca
accttcacce
tgeccactgt
tcatcaagtg
tctagtccett
gttgcatatt
tcatttcaac
gaaagtacat
aattagaacc
ggcaggcaca
cttacttgat
aaattactca
tgtctctatyg
ttcacctaat
taacaaacac
ttactgaaaa
tttetgtaag

caatcacaaa

gctctttgag
agggccctcec
cctgetgeta
ggcttgcatt
taggactcaa
tgaaatgtac
aagaactgca
cagttcccaa
ctcggcccag
tttaggagcc
actacaaagg
taaagccata
tgtggattta
atattttgaa
atacatcctt
ttcagatttt
taaacatttg

gtatacagaa

18

ctgacactga
actttgttge
caaccaaaga
gaggccatga
agtgctggce
agtctcaggc
ggtggtttat
gcagcatggc
gaaatagtaa
aatgacttta
aaattcatgt
ggtaagtggt
aatagaatta
aatttttatg
atrtattgaa
tttcaacttc
ggcaatccgt

tgcttraaga

cccagagtgg
cccacctaga
agccccagtg
tgctgttgag
aggaggaacc
cccaceccag
atatttatta
tgattgctgg
ttatacagag
actgaacact
tcattatagg
gcaacaacac
cagtgtacac
tcctaaaaca
tttrgctata
ttgctattgt
tatrtttcct

cttercattca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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cagcaccaac
ctcaaagtca
gacccagtac
ggttggaagc
tcagcatctc
ctctrctctce
agaatcagat
aatttccaac
ccaatgggtg
gagtcatgtg
tttccatcerg
cacttctagt
tgcrtgctgga
acccttgget
ctgggtttga
ctctcagggce
cagaaccagce
ggatagcctc
tggtggattc
ctgagtggtt
tgcecttcetce
ctcececatgg
ggggtcaggyg
tagaaattgc
cctgaacgte
aagtggagtg
taactteccec
tctatgctge
tcttgatggt
ttcatctcat
tgtcataagc

atgcatttcc

atccctecag
taccccaagg
taaaagccac
cgtatcctea
tctattcectce
attttetget
ctactcggta
tcctgattag
ttcattttag
aggctgtgtg
gaacagaatg
cactaggaat
gaccccttcet
agttatgggg
gctgggctta
tgggaattgt
gcaagcacac
agtcagggag
tggcaggcca
ctaagcccca
tecctceecat
caagatacta
tgggaagagg
aagtgcceca
tgcaagatgc
ttattaacce
catgtcacac
tccatecgece
ggtcectgtg
ttgagatttg
tcctrtcagg

tctgcececte

ES 2 300 266 T3

aatttgcact
ccrtggggaca
cttggctaca
gcacccacct
cctgagecct
ttcttatatt
aacctcagcece
crcrgggtre
ggaagagctc
gcctggeatt
ggggagttteg
gatgttttce
agttgtgctc
9cgggggtgt
tcctecaact
tgtggctcag
acatcccagg
aggcagagct
attatagatg
gcacgtctgce
cagtgaggac
catgtaagtt
aaaggaatgc
taattaagct
cagccaatct
cattttacag
agctaccaaa
tctctgaaat
gcctttacte
catccterect
aaggaggtga

ccatggacce

tgttagtccecc
gaaaatgact
gcecectgttte
gttectteec
attactttct
ttttcttctce
ctagtcatac
atttccatgce
taggacagga
tatacagggc
gatgggcetgt
aactctctgg
tcteectttca
ggtgccctgt
gtgagggagg
ctattegggg
ctcacacccee
gcctggagece
aatggcctgg
cteeggette
cagacaccac
gtecctggcat
tgagtcagag
tcatcatcac
actgcctcat
atctggaagc
aggcagagcc
gtcagaaagt
ccagtgtggg
tatctrtetac
ggcataagaa

tgtaatgtcc

19

tattatcctt
tgtccaaagt
tggaacttga
acctgectece
tccacctgece
tattcectte
ttgcgttact
taaattctgg
taacccatcg
cactatcttce
tttcagcagt
ggagacccca
ctctgggctc
tggccaacag
ctacagcaca
gaatctgttt
tggtggctgg
tgctgggetg
ggaaccegtg
acccagcecte
tgattgcagg
gtccectgett
gatgaggctce
cacagtagca
ctctgttcca
tgaggctcaa
aggaatcaga
tttgaatctc
cttctaacac
racttegttg
aaatcaaaga

agggctgtge

cactctaagt
gacagtgaca
gtgctgaggt
ccagggtccc
ttcrteecrtet
ttatrtggtg
ttcctgagcet
actggecttt
ggaaggagca
actgtgccat
ctetggccaag
ccagcctcac
tagttatcta
ggcagtggga
ctccacceca
tccagtttct
acttgetece
gtggaagccet
cagccegtgg
cttttctaac
aatgtgttcc
tccaagccag
cttctcacct
acagctettt
aaaagtctat
agagggtaaa
cttcatgtcec
aatgacagca
ttacttacat
tctgtgattt
ggactctggg

cctggacaag

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

3000
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gtggatgggg
tacataggaa
ttcrggtcte
ggcaagggga
aagtgaacct
tgaggtagaa
taatgagagce
ctgagctaat
tcagtataca
caggcccaaa
gaaatttcete
ccgttctect
gcaagaacac
agtgaccatt
gtgattcaga
catcagcact
gagatggcca
tggggcctcce
ccccagcaga
ggecctctect
atgcagggcec
caagagcecctg
gaagatctgc
gatccaggga
gctggaggtyg
ggatgctctg
tcctcagget
tgcagaaggc
cagaggcctc
ccccacagga
cceecrteca

ggtrecctgtg

agcagtcectg
gcacataaat
caaatagaat
atgccagtca
gctttaaata
aaatccecctg
tctccagecce
accctgecatg
ctcaattaat
aaatttaaga
aggaagccag
ctgaaggcct
aggagacctt
ccecctcttac
gcatggaagt
gtcatactgt
gctgctggtg
accccatgcet
gggtcagcag
agcgagggga
aggccaggtg
caacatgggg
acacttccea
gggagccgct
agaggcctct
gcatcttogt
tccaccatct
agtccctrtgg
cagggctaac
tgtgaacatt
gagcagctca

tggceccggea

ES 2 300 266 T3

gtctcaagga
gacaaagcag
gctgctggca
gcaagcccag
tgtacagtca
gaggtggtgg
tgacagcagc
actttgaagc
ctctgtacta
taaggtccac
gaacattttc
ccccaagcca
ccttgettta
cacctgtgaa
ggaagggctt
ttcagaatta
ggagatcetg
ccatctgeca
ctgccecccag
catgactcct
tgecccatgtc
ttececctegtce
acagaggctt
gcctggcatg
ccccattcta
gcctatctgt
cccrctgeac
gtaaaaacca
acctccatca
gaggaactgt
ggctcecgect

gagccccagc

ggtgacagcc
atgtcagcac
tgtgagtrgt
gatctttccg
ttagctaagg
aatttgtcca
tgacaggcat
ctttaaaata
aagagaataa
tgtatcccaa
trtacccctc
tgagaaggca
agactggcct
ggagagaaaa
gggggecagt
aatatgcaga
ttgcagacaa
taggccceree
tgacagtgag
gcagaagtcc
cagttccttce
ccttgactct
ggaccgcace
tgtggagaca
ggggacactg
ggattcccag
ctagcaccaa
gccergtcag
gcactctcat
acaaaggtgg
tcaggcttga

agccagtaca

20

tggctgggaa
ttcagggcat
cacatctggg
gaagttratt
gtattatcgt
gaggttctgc
ctttgaaacc
tctgaaaagc
acatttataa
agtcatctga
tgtcagaggg
ggaagcacag
ggtctttace
tcgcccaaat
ggtgcataaa
ccagaaggct
ctgctgtgea
cttcoctettcet
aagggccaga
tggctcaccg
ctgcctgage
tctctecrcte
aaggtcccca
gaagaggggc
cagacctgge
ccaggtccac
gacccttgec
gtccttttte
tctgcagcca
tgaagaggcc
ggctgctgeco

gctcaccaag

gcaagacaca
ctaatctggg
ttgtcaaggt
tttattgtac
tagctgttat
cctaaaaggt
aactaggtga
aaatcacact
acaattaggg
gcctcactaa
cattggctct
cctctgaaaa
tgctcttggg
gctcaaggtg

gggaatgggce

ctatacacaa
ggtgagcttc
tcecetttect
gagcagctgt
tccagtctgce
ctttaccegce
ccctectaga
ttttecctggg
cttccctaca
ctgaccccetg
atgtcctact
ctctagaatc
ggccaagcecec
tccacctegce
acacgcrca
tggcctggcet

gagagtgagc

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860

4920
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<210> 16
<211> 4388
<212> DNA
<213> Ratén

<400> 16

cctcagcecg
ttagcecrege
gtcccccgaa
ccaaagaggt
gttatccttg
gaatggaaga
tgcaggtgtt
aaggaacaca

cctccacaac

ccatatcctt
tccaactttt
caatcaatta
atgctgetgt
tgatatcctt
ccaataatga
tttacattta
cccactgceac
ctagaccaag
cagctagaga
gttgcagace
tccatcctat
agtatctgca
gtccatccett
Qtccctaatc

tgterragca

taccaagttt
gcccccaaac
atatgtccac
tttgcaaatg
tgggctcagt
taccatgcett
tttagaaggt
gctcttgaca

tataaaataa

atttcctgga
caacctetgta
cctctgectg
ctgateccta
cactctcaag
aagctacttg
aaatgcatat
tceccacrtet
gggcectctcet
caccagttct
ccttcagetece
agatgactgk
tttggtggct
tcatcttagce
tagggaggaa

gttggatgtet

ES 2 300 266 T3

tactttgaac
caagctcatce
atcctaatcc
tgattatgtt
ttaatcacaa
Ctaattttga
ggaaaagcca
catggatttc

taaacttgtyg

tttatcatte
aaaataacta
gaatgggggc
gccctggeat
tcttttceca
gtctacagtt
cccaaaagtce
tggcecctggc
tcccaatgat
ggggttactg
ttgagtactt
gagcatcccce
gattatggga
tccaaactet
tgaagtatcc

ggatactata

agagctggra
ctgctcaggg
caagatctgt
aaggatcrrg
gaaggaggca
agatggagtg
agggaacgga
agctcagtga

ttattgtaaa

cctttcagece
attgaactat
aacaacacat
tcgtgcagaa
gtgactttta
gtgtggegtt
cecctataccee
tttccecectt
ggccaactag
gttagttcat
tctctagete
ttctgtattt
tggaccceccg
gtctcetgcaa
ccaagttgat

ggtrrcrgag

21

gggagacagg
tctatggtag
gcatatgtta
aaatgaggag
ggaagggaga
aggggccttg
ttctcccta
cacccatttc

cctct

gactggacat
tttataacta
gcaatcatgg
cctcactcetce
aaggcaacag
ttttatagat
teecccaccec
actggggcat
gccattttct
attgttgttce
ctccattggg
gcaggcegtgg
ggtggggcag
cttcteceat
cttecttctt

Cctaatatcca

aaactgcgtt
gcagaataat
ccatacatgt
acaatcctgg
gtcagagaga
agccaacaaa
gagtctccgg

agacttctga

tgacagcatt
agcatttggg
gaaagccagg
atctgtgcce
aatcatatag
attttcatca
tgctccccta
ataaagtttg
gctacatatg
tacctatggg
agccctgtgt
catatgaaat
tctatggatyg
ggatatttta
gattttctta

cttatcageg

4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400

5445

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960
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agtacatatc
ctatgttcaa
acagaggaat
aaacaacgaa
gatggactgce
taggggtacg
aaaacattct
ccaactgcag
atcgctcaat
aaagctccct
tcacaacagc
tccatecttac
gcaattaccec
gttcttagaa
ttgataccta
tctcactgtg
attaaagtat
tcecagtgget
aaatctgtac
agctgtrtte
ttggtccaga
tctgaaatca
gacagttcct
ataggtataa
gtgccactca
ttttctattg
acaaatcaaa
aaaaataaaa
acctgagctet
aagacactat
aaacaatttc

ggctecatgt

aagtgaattce
aacagcccta
ggatacagaa
tttatgaaat
ctgcctgeag
gaacagcttg
gtttetctga
gaatgtgctc
caaggggcct
ctagccacag
cctctttect
agacccggaa
aaaagcagag
agctcaaaca
tatcaaaaaa
tacatttagg
gtaccaccac
aaacagtraa
agacctrtgt
gctattgcta
ggttcegtec
gctgggcaat
ccccagctygce
ccagtgacta
gagtgtacct
tccaatttct
tcacagttac
taaatcaagc
caaagcaact
tgtcattece
tacccrorate

ggttgtccag

ES 2 300 266 T3

tctegegatt
ttcatagtag
aatgggcaca
tctcéggcaa
ctgggagage
tggctggata
aagcectttet
ccttcccatyg
ggagatcaca
aaatctcaaa
ggtgacagaa
actcaacctc
agtgggatcg
atcttgagtce
aaaaaaaggt
tgaccacgaa
acctgcatct
gtcccagttc
tcttaatgta
agtgttgcag
tcaaactcat
taggctaata
cctagtacat
atcaggccct
catcatggct
gatttgtgaa
tacatcttca
tcagaaacat
cctcagacag
ggagcctctg
ggaacagtgt

taaggtggta

aggttacctce
ccagaagact
tttatgcaat
aaccctatct
tggggagacc
attctgagct
cttcotttgee
gcaagatact
tgagaaggga
cactgaataa
tggaacaact
cacgaggtta
gactctctgt
ccaaggacag
ctcactagat
ctcacagaga
ttgacaataa
ccaaagtctg
caagtgagcc
agacagaaaa
tgtgagctct
acaggcataa
acttacccte
ggtctaattc
gtagtgggcc
ttttctacaa
gttecttecat
catggatagg
ccatgaaaac
ataatcctga
cecetctectyg

tggggacaga

22

actcaagatg
ggaaagaacc
ggagcccact
aaagccagga
tttgtggatt
ccagcatgtc
tcagtgaaga
acatgtaagt
aaaggctgag
ttgatcttca
gtaagagtgg
tacaattttce
tctctaaact
cacctectatg
agcccetgget
tctgeettee
ctgagtggta
acaaaaatgc
tgctttaaaa
ggctcoccaga
gaaagcaact
ttttaatgtt
ctaggcacgt
taagttggce
cagagtctag
aaagaatttt
taattagtgt
gttcattgta
atcctcaatt
gcctaggceag
tctggaaaca

aatggacaat

atattctcca
cagrccctca
cagatattaa
ataaggaaaa
ctgtaatact
tgccceccaa
ccagacactc
aatcttaacg
tcaaagggac
tccergtcaa
tattgcttag
ctcatgtcat
gatgtagcta
gtcacctgga
accctgaaac
aagtgctggg
tctaaattcet
caggtggctg
acaatacgca
agtggtaact
gatgggcagce
tcacacgcat
cattagaccc
tcctatataa
ggacatagac
tcctaattet
tactatttaa
rctccagggt
acctcatgag
ctttgggatg
attcaccaaa

gatccctgag

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880
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<210> 17
<211> 459
<212> DNA
<213> Ratén

ggcagtgatc
ttgtacacac
ggtgatctec
ccagaagttg
ctagagacat
gtaaaaaatg
gacccagtaa
actgtctgaa
gcctagaccg
cgtgtgtaaa
tgcagtcagt
gtttcccate
aaagaacatg
gcactaaggg
ccacaggatg
tttrtecaga
tttectetgtg
tccacccata
cgtctagtge
agataccaaa
caaagggatt
catgaggaga
aatggagaca
agagctctcc
gctccattat

tgtgcttc

cattaacctt
ggaatggcca
cggtggtygg
cttagtgtcc
gagaatattg
aattccatet
cttctagectg
ttgcattceg
ctccaaggtc
gacaagagag
actgccactg
tatctectctt
gctteggaaa
ctgacgtccc
tgaacatcga
gaagcttggg
gcccagetga
ctgaattcta
ccccagterg
gatgtttggg
treettttee
aggaagaggt
gggaccataa
tgacacaggt

tttaageccac

ES 2 300 266 T3

gccctectat
gctcctgetg
g9tgggggag
acCCQécaca
tcacagtgat
accctgcagt
agccctaccet
tcttacctce
cccatcttec
ggacctctec
gaacatagtg
tgcctcocage
actcttcect
aaccaaacac
ggacctatac
atctgectte
gceccagcag
ctttgagatg
agatcttctt
tcttaatcce
ttcatggtcce
catgagggag
gctgatgggt
gtctggattt

tgagtttgag

ttcagaatca

ggagaccctg
tggaggggag
aggccttgat
aaggagaaga
ctccatacag
tgcttaaaac
cagagaaggt
tggggatgca
tgcagctgga
acatctttga
tgagggactce
attgagtccet
tcatttcatc
aagggaggtg
aggcttgagg
ccagtgcagce
agtcggtaaa
gctcagcatc
cagaatctgt
atttgggcec
actggcgcaa
aacagtggtt
ttctggactg

atcattcaat

23

aggatgcaca
attcagacaa
ggtgtgggag
tctttectec
ggtaggggca
aaacaggcca
ctgccatctg
ctgtatcctt
gggaggaagt
ggtgagacac
acccacatgt
tagcctttgg
tctttggeca
tcacagctgt
aacaaaccac
ctgectgectg
tcaccaaaga
gagacataag
tctggaaagc
gaccgtgtta
attggaatca
actttggtac
tctagaaacce
aagaatggcg

gaagctgtca

tcaaaaggct
ttatagtcca
gggctctert
aattgetgtct
gtttettcect
gaggggggca
tggtccectc
cctaaccgag
tgctgectgg
ccctcctcat
ccectctett
ggatgtacag
agccetctgag
ctcecctttcece
ccgtttcace
ccctggctgg
gagtgaaccce
gctggggect
agaataagga
cattaaatgg
tctgaggect
taaaagtaac
ggaaatgatg
aaataataca

taataaaacc

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380

4388
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<400> 17

atgtgctccec
tacacacgga
aaggtctgta
atgcagggag
ctggaggatg
tttttccaga
tttctctgtg

tccacccata

<210> 18
<211> 152
<212> PRT
<213> Ratén

<400> 18

Met Cys

Gln Lys

Asp Ser

Gly Leu

S0
Ser Cys
€5

Leu Glu

ttcccatgge
atggccagct
tccttoctaa
gaagttgctg
tgaacatcga
gaagcttggg
gcccagctga

ctgaattcta

Ser

Ala

20

Asp

35

Asp

Cys

Leu Pro Met Ala

S

Leu Tyr Thr Arg

Asn Tyr Ser Pro

Arg Ser Lys Val

Leu Ala Cys Vval

val Asn Ile Glu

ES 2 300 266 T3

aagatactac
cctgctggga
ccgaggecta
cctggegtgt
ggacctatac
atctgceccttc
gccccagcag

ctttgagatg

55

70

Arg

Asn

Glu

Pro

Lys

AsSp

ataatcaagg
gaccctgatt
gaccgctcca
gtaaagacaa
aagggaggtg
aggcttgagg
ccagtgcagce

agtcggtaa

10

Gly Gln

25
Lys Val
40

Ile pPhe

Thr

Arg

Leu Tyr

24

atgcacatca
cagacaatta
aggtccccat
gagagggacc
aacaaaccac
ctgctgectg

tcaccaaaga

Ile Ile Lys

Leu Leu

Cys Ile

45
Leu

Gly Met

60
Glu Gly
75

Lys Gly

Leu Gly Asp

Leu Pro Asn

Pro Leu Leu

Gly Glu Gln

aaaggctertg
tagtccagag
cttcctgggg
tctectgecag
ccgtttcacc

cectggetagg

gagtgaaccc

Asp Ala

15

30

Gln Gly

60

120
180
240
300
360
420

459

His

Pro

Arg

Gly

Gln

80

Thr
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ES 2 300 266 T3

8s

Thr Arg Phe Thr Phe Phe Gln Arg Ser

100

105

Glu Ala Ala Ala Cys Pro Gly Trp Phe

115 120

Gln Gln Pro Val Gln Leu Thr Lys Glu

130 135

Glu Phe Tyr Phe Glu Met Ser Arg

145 1s0

<210> 19

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: iniciador

<400> 19
atgtgttcee tceccatgge aag

<210> 20
<211> 26
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: iniciador

<400> 20

gctaccagct ctgttcaaag taaaac

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Hyseq, Inc.

<120> Interleukina-1 Hy2 Materiales y Métodos

25

90 95

Leu Gly Ser Ala Phe Arg Leu

110

Leu Cys Gly Pro Ala Glu Pro

125

Ser Glu Pro Ser Thr His Thr

140

23

26
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<130>28110/36479

<140> PCT/USOO/14144
<141> 2000-05-22

<150> US 09/522, 964
<151> 2000-03-10

<150> US 09/316, 086
<151> 1999-03-20

<160> 20
<170> Patenln Ver. 2.0

<210> 1

<211> 998

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (54)..(512)

ES 2 300 266 T3

26
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<400> 1

ES 2 300 266 T3

ggttccagga actcaggatc tgcagtgagg accagacacc

tgt

Cys

aag

Lys

gca

Ala

ttg
Leu

50

cgc

gag
Glu

cge

Arg

gct

Ala

tce

Ser

gct

Ala

gac
Asp

35

gac

Asp

tgc

Cys

gat

Asp

ttc

Phe

gct
Ala

115

ctc

Leu

cta
Leu

20

aac

Asn

cge

Arg

ctg

Leu

gtg

val

acc
Thr

100

gee

Ala

ccc

Pro

tac

tge

Cys

acc

gca

Ala

aac
Asn

85

ttc

Phe

tgg

Trp

atg

Met

aca

Thr

tgt

Cys

aag

Lys

tgt
Cys

70

att

Ile

tete

Fhe

cct

Pro

gca

Ala

aga

Arg

gca

Ala

gtc
val

55

gtg

val

gag

Glu

cag

Gln

ggc

Gly

aga

Arg

gat

Asp

gag
Glu

40

ccce

Pro

gag

Glu

gaa

Glu

agc

Ser

tgg

Trp

tac

Tyr

ggce
Gly

25

aag

Lys

att

Ile

aca

Thr

ctg

Leu

agc
Ser

105

ttc

Phe

tac
Tyxr

10

cag

Gln

atce

Ile

tte

Phe

gaa

Glu

tac

Tyr

90

tca

Serx

ctg

Leu

27

ata

Ile

ctg

Leu

tgc

Cys

ctg

Leu

gag
Glu

75

aaa

Lys

ggce
Gly

tgt

Cys

att

Ile

ctg

Leu

aca

Thr

999
Gly

60

999
Gly

ggt
Gly

tcc

Ser

ggc
Gly

actgattgca gga atg

aaa

Lys

gtg

vVal

ctt
Leu

45

atc

Ile

cct

Pro

ggt

Gly

gce

Ala

ccg

Pro

tat

Tyr

gga
Gly

30

cct

Pro

cag

Gln

tce

Ser

gaa

Glu

ttc
Phe

110

gca

Ala

gca
Ala

15

gat

Asp

aac

Asn

gga
Gly

cta

gag
Glu

95

agg

Arg

gag
Glu

gac

Asp

cct

Pro

aga

ggg
Gly

cag
Gln

80

gec

Ala

ctt

Leu

cecc

Pro

Met

1

cag

Gln

gtt

val

ggc
Gly

age
Ser

65

ctg

Leu

aca

Thr

gag

Glu

cag

Gln

S6

104

152

200

248

296

344

392

4340
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<210>2
<211> 152
<212> PRT

cag cca gta cag

Gln Pro val Gln

130

ttt tac ttt gaa

Phe Tyr Phe Glu

cccecaaace

tatgtccaca

ttgcaaatgt

gggctcagtt

accatgecttc

ttagaaggag

ctecttgacac

ataaaataat

<213> Homo sapiens

Leu

ES 2 300 266 T3

135

cag

Gln

150

aagctcatcc

tcctaatceec

gattatgtta

taatcacaag

taattttgaa

gaaaagccaa

atggatttca

aaacttgergt

Ser Trp

tgctcagggt

aagatctgtg

aggatcttga

aaggaggcag

gatggagtga

gggaacggat

gctcagtgac

tartgtaaac

140

ctatggtagg

catatgttac

aatgaggaga

Jgaagggagag

ggggecttga

tctecteotat

acccatttca

ctetgyg

28

cagaataatg

catacatgtc

caatcetggg

tcagagagag

gccaacatat

agtctcogga

gacttctgac

acc aag gag agt gag ccc tca gec cgt acc aag

Thr Lys Glu Ser Glu Pro Ser Ala Arg Thr Lys

145

agc tgg tag ggagacagga aactgcgttt tagccttgtg

tcecccgaaa

caaagaggtt

ttatccttgt

aatggaagat

gcaggtgttt

aggaacacag

ctccacaact

488

542

602

662

722

782

842

902

962

998
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<400> 2

Mec

Gln

val

Gly

Ser

65

Leu

Thx

Glu

Gln

Lys

145

<210>3
<211> 998

Cys Ser Leu Pro Met

Lys

Ala

Leu

50

Arg

Glu

Arg

Ala

Gln

130

Phe

Ala

Asp

35

Cys

Asp

Phe

Ala

115

Pro

Leu

20

Asn

Axrg

Leu

val

Thr

100

Ala

val

Tyr

Cys

Thr

Ala

Asn

85

Phe

Trp

Gln

ES 2 300 266 T3

Ala Arg Tyr Tyr Ile Ile

Thr

Cys

Lys

Cys

70

Ile

Phe

Pro

Leu

Arg

Ala

Val

55

vVal

Glu

Gln

Gly

Thr

135

Asp

Glu

40

Pro

Glu

Glu

Ser

Trp

120

Lys

Tyr Phe Glu Gln Ser Trp

150

Gly

25

Lys

Ile

Thr

Leu

Ser

105

Phe

Glu

29

10

Gln

Ile

Phe

Glu

Tyr

90

Ser

Leu

Ser

Lys Tyr Ala Asp

Leu Leu Vval Gly

30

Cys Thr Leu Pro

45

Leu Gly Ile Gln

60

Glu Gly Pro Ser

75

Lys Gly Gly Glu

Gly Ser Ala Phe

110

Cys Gly Pro Ala

125

Glu Pro Ser Ala

140

15

Asp

Asn

Gly

Leu

Glu

9s

Arg

Glu

Axg

Pro

Axrg

Gly

Gln

80

Ala

Leu

Pro

Thr
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<212> DNA
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (3)..(512)

<400> 3

ES 2 300 266 T3

gg ttc cag gaa ctc agg atc tgc agt gag gac cag aca cca ctg att

Phe Gln Glu Leu Arg Ile Cys Ser Glu Asp Gln Thr Pro Leu Ile

1

gca gga

Ala Gly

gca gac

Ala Asp

gat cct

Asp Pro

atg

Met

cag

Gln

gtt
val

50

tgt

Cys

aag
Lys

35

gca

Ala

tcc
Ser

20

gct

Ala

gac

Asp

5

ctc

Leu

cta

Leu

aac

Asn

ccce

Pro

tac

Tyr

tac

Cys

atg gca aga

Met Ala Axg

25

aca aga gat

Thr Arg Asp

tgt gca gag

Cys Ala Glu

S5

40

30

10

tac

Tyr

ggc

Gly

aag

Lys

tac

Tyr

cag

Gln

atc

Ile

ata

Ile

ctyg

Leu

tge
Cys

60

att

Ile

ctg
Leu

45

aca

Thr

aaa
Lys

30

gtg

val

ctt

Leu

1S5

tat

Tyr

gga
Gly

cct

Pro

47

95

143

191
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aac

Asn

gga
Gly

80

cta

Leu

gag

Glu

agg

gag

Glu

cgt

160

999
Gly

cag

Gln

gcc

Ala

ctt

Leu

ccc
Pro

145

acc

Thr

93¢
Gly

agc

Ser

ctg

Leu

aca

Thr

gag
Glu

130

cag

Gln

aag

Lys

teg

Leu

cgc

Arg

gag
Glu

cgc
Arg

115

gct

Ala

cag

Gln

tte

Phe

gac

Asp

tgc

Cys

gat
Asp

100

ttc

Phe

gct

Ala

cCa

Pro

tac

Tyr

cge

Arg

ctg
Leu

85

gtg

val

acc

Thr

gcc

Ala

gta

val

tte
Phe

165

ES 2 300 266 T3

acc
Thr

70

gca

Ala

aac

Asn

cte

Phe

tgg

Trp

cag
Gln

150

gaa

Glu

aag

Lys

tgt

Cys

att

Ile

ttc

Phe

cct
Pro

135

ctc

Leu

cag

Gln

gtc

vVal

gtg

Val

gag
Glu

cag
Gln

120

ggc
Gly

acc

Thr

agc

Sex

ccc

Pro

gag
Glu

gaa
Glu

105

agc

Ser

tgg

Txp

aag

Lys

tgg

Trp

atc

Ile

aca
Thr

90

ctg

Leu

agce

Serx

ttc

Phe

gag

Glu

tag

170

tagccttgtg cccccaaacc aagctcatcc tgctcagggt

tcccecegaaa tatgtccaca tcctaatccc aagatctgtg

31

ttc
phe

75

gaa

Glu

tac

Tyr

tca

Sex

ctg

Leu

agt
Ser

185

ggagacagga aactgcgttt

ctg

Leu

gag
Glu

aaa

Lys

ggc
Gly

tgt

Cys
140

gag
Glu

999
Gly

999

Gly

ggt
Gly

tce
Ser

125

g9g9c

Gly

ccce

Pro

atc

Ile

cct

Pro

ggt
Gly

110

gcc

Ala

ccg

Pro

tca

Ser

cag

Gln

tcc
Ser

95

gaa

Glu

ttc

Phe

gca

Ala

gcc

239

287

335

383

431

479

532

ctatggtagg cagaataatg 592

catatgttac catacatgtc 652
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<210> 4
<211> 169
<212> PRT

caaagaggtit

tratccrtgt

aatggaagat

gcaggtgttt

aggaacacag

ctccacaacet

<213> Homo sapiens

<400> 4

ttgcaaatgt

gggctcagtt

accatgcttc

ttagaaggag

ctcttgacac

ataaaataat

ES 2 300 266 T3

gattatgtta

taatcacaag

taattttgaa

gaaaagccaa

atggatttca

aaactrgtgt

aggatcectga

aaggaggcag

gatggagtga

gggaacggat

gctcagtgac

tattgtaaac

aatgaggaga

gaagggagag

ggggecttga

tctectcetat

acccatttca

ctctgg

Phe Gln Glu Leu Arg Ile Cys Ser Glu Asp Gln Thr Pro

1

Gly Met Cys

Asp Gln Lys

Pro val Ala

S0

S

20

s

10

25

40

32

Ser Leu Pro Met Ala Arg Tyr Tyr Ile Ile

Ala Leu Tyr Thr Axrg Asp Gly Gln Leu Leu

45

Asp Asn Cys Cys Ala Glu Lys Ile Cys Thr

60

caatcctggg

tcagagagag

gccaacatat

agtctccgga

gacttctgac

Leu Ile Ala

15

Lys Tyr Ala

30

Val Gly Asp

Leu Pro Asn

712

772

832

892

952

998
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Arg

65

Gly

Gln

Ala

Leu

Pro

145

Thr

<210>5

<211> 155

<212> PRT

<213> Homo sapiens

Gly

Ser

Leu

Thr

Glu

130

Gln

Lys

Leu

Arg

Glu

Arg

115

Ala

Gln

Phe

Asp

Cys

Asp

100

Phe

Ala

Pro

Tyr

Arg

Leu

85

Val

Thr

Ala

val

Phe

165

ES 2 300 266 T3

Thr

70

Ala

Asn

Phe

Trp

Gln

150

Glu

Lys

Cys

Ile

Phe

Pro

135

Leu

Gln

val

val

Glu

Gln

120

Gly

Thr

Ser

Pro Ile

Glu Thr

90

Glu Leu

105

Ser Ser

Trp Phe

Lys Glu

Trp

33

Phe

75

Glu

Tyx

Ser

Leu

Ser

155

Leu

Glu

Lys

Gly

Cys

140

Glu

Gly

Gly

Gly

Ser

125

Gly

Pro

Ile

Gly

110

Ala

Pro

Ser

Gln

Ser

L]

Glu

Phe

Ala

Ala

Gly

80

Leu

Glu

Arg

Glu

Arg

160
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<400> 5

Met

Lys

Ala

Trp

Ser

65

Glu

Ser

Sex

Gln

Pro

145

<210> 6

<211> 178

<212> PRT

<213> Rattus rattus

val

val

Gly

Leu

50

Gln

Pro

Phe

Ala

Pro

Ile

Leu Ser Gly

Leu Tyrxr

20

Lys Val

35

Asp Ala

Cys Leu

val Asn

Thr Phe

100

Ala Tyr

115

val Arg

Thr Asp

Leu

Ile

Ser

Ser

Ile

85

Tyr

Pro

Leu

Phe

ES 2 300 266 T3

Ala

His

Lys

Leu

70

Met

Arg

Gly

Thr

Tyr

150

Leu Cys Phe Axg

Asn

Gly

Ser

3

Gly

Glu

Arg

Trp

Gln

135

Phe

Asn

Glu

40

Pro

val

Leu

Asp

Phe

120

Leu

Gln

Gln

25

Glu

val

Gly

Tyr

Met

105

Leu

Pro

Gln

34

10

Leu

Ile

Ile

Gln

Leu

90

Gly

Cys

Glu

Cys

Met Lys

Leu

Ser

Leu

Glu

75

Gly

Leu

Thr

Asn

Asp

155

Ala

val

Gly

60

Pro

Ala

Thr

val

Gly

140

Asp

Gly

vVal

45

Val

Thr

Lys

Ser

Pro

125

Gly

Ser

Gly

30

Pro

Gln

Leu

Glu

Ser

110

Glu

Trp

Ala Leu

15

Leu

Asn

Gly

Thr

Ser

95

Phe

Ala

Asn

His

Arg

Gly

Leu

80

Lys

Glu

Asp

Ala
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<400> 6

Met

Ile

Pro

Phe

Asn

65

Asn

Lys

Asp

Ser

Trp

145

Asn

Asp

<210>7

<211> 177
<212> PRT
<213> Sus scrofa

Glu

Leu

Cys

Tyr

50

Thr

val

Ser

Leu

Glu

130

Phe

Gln

lle

Leu

Lys

35

Leu

Lys

Phe

Gly

Thr

Leu

Pro

Cys

Phe

20

Met

Arg

Leu

Leu

Asp

100

Lys

GCly

Cys

Arg

Arg

Gln

Asn

Glu

Gly

85

Asp

Asn

Pro

Thr

Gly

Ser

Ala

Asn

Glu

70

Ile

Thr

Lys

Thr

Thr

150

ES 2 300 266 T3

Pro

Glu

Phe

Gln

55

Lys

His

Lys

Glu

Leu

Tyr

Ser

Arg

40

Leu

Ile

Gly

Leu

Glu

120

Ser

Glu

Ser

Ala

25

Ile

Ile

Asp

Gly

Gln

105

Asp

Phe

Ala

His Leu

10

Gly His

Trp Asp

Ala Gly

Met Val

75

Lys Leu

20

Leu Glu

Lys Arg

Glu Ser

Asp His

155

Ile

Pro

Thr

Tyr

60

Pro

Cys

Glu

Phe

Leu

140

Pro

Ser

Ala

Asn

45

Leu

Ile

Leu

Val

Thr

125

Ala

val

Lys Glu Pro Cys Thr Val Thr Lys Phe

165

35

170

Leu

Gly

30

Gln

Gln

Asp

Ser

Asn

110

Phe

cys

Ser

Tyr

Leu

15

Lys

Lys

Gly

Phe

Cys

95

Ile

Ile

Pro

Leu

Phe

Leu

Arg

Thr

Pro

Arg

80

val

Thr

Axrg

Gly

Thr

160

Gln Glu

175
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<400> 7

<210> 8
<211> 177
<212> PRT

Met

Phe

Cys

Tyr

Thr

65

Val

Glu Val Ser Arg Tyr

Leu Phe His Ser

20

Axrg Met Gln Ala

35

Leu Arg Asn Asn

50

Lys Leu Glu Glu

Phe Leu Gly Ile

S

85

Ser Gly Asp Glu

Leu Arg Lys Asn Ser

Asp Ser Gly Pro Thr

Phe Leu Cys Thr Ala

100

115

130

145

Thr Pro Lys Ala Ala

Gln

Met

16%

Phe

Gln

Lys

ES 2 300 266 T3

70

Lys

Glu

Thr

Leu

150

val

55

Leu

Gln

Ser

135

Glu

Lys

40

Gln

Asp

120

Phe

Ala

val

25

Leu

105

Lys

Glu

Asp

Thr

36

Leu Cys Ser Tyr Leu

10

Glu Thr Ala Cys His Pro

Arg Ile Trp Asp Val

Leu Val Ala Gly Tyr

Ile Asp Vval val Pro

75

His Gly Gly Lys Leu Cys

90

Asp Ala

Arg Phe

Ser Ala

Gln Pro

155

Lys Phe

170

Ile

Leu

Asn

Leu

60

val

Leu

Val

Thr

Ala

140

val

Tyr

Ser

Gly

Gln

45

Gln

Glu

Serx

Asn

Phe

125

Cys

Gly

Fhe

Phe Leu

15

Lys Arg

30

Lys Thr

Gly Pro

Pro His

Cys val

95

Ile Thr

110

Ile Axg

Pro Gly

Leu Thr

Gln Gln

175

Leu

Pro

Phe

Asn

Phe

80

Lys

Asp

Ser

Trp

Asn

160

Asp
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<213> Homo sapiens

<400> 8

<210>9
<211> 159
<212> PRT

ES 2 300 266 T3

Met Glu Ile Cys Arg Gly Leu Arg Ser His Leu Ile Thr Leu Leu Leu

1

5

10

15

Phe Leu Phe His Ser Glu Thr Ile Cys Arg Pro Ser Glv Arg Lys Ser

Ser

Tyr

Vval

65

Leu

Ser

Leu

Asp

Phe

145

Met

Glu

Lys Met

Leu Arg

50

Asn Leu

Phe Leu

Gly Asp

Ser Glu

115

Ser Gly

130

Leu Cys

Pro Asp

20

Gln

35

Asn

Glu

Gly

Glu

100

Asn

Pro

Thr

Glu

Ala

Asn

Glu

I1le

85

Thr

Arg

Thr

Ala

Gly

165

Phe

Gln

Lys

70

His

Arg

Lys

Thr

Met

150

val

Arg

Leu

S5

Ile

Gly

Leu

Gln

Sex

135

Glu

Met

Ile

val

Asp

Gly

Gln

Asp

120

Phe

Ala

val

25

Trp

40

Ala

val

Lys

Leu

105

Lys

Glu

Asp

Thr

37

Asp

Gly

val

Met

90

Glu

Arg

Serx

Gln

Lys

170

vVal

Tvx

Pro

75

Cys

Ala

Phe

Ala

Pro

155

Phe

Asn

Leu

60

Ile

Leu

val

Ala

Ala

140

val

Tyr

30
Gln Lys Thr

45

Gln Gly Pro

Glu Pro His

Ser Cys Val

95

Asn Ile Thr

110

Phe Ile Arg

125

Cys Pro Gly

Ser Leu Thr

Phe Gln Glu

175

Phe

Asn

Ala

80

Lys

Asp

Ser

Trp

Asn

160

Asp
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<213> Homo sapiens

<400> 9

Met Ala

Met Gln

Axrg Asn

Leu Glu

50

Leu Gly

&5

Asp Glu

Glu Asn

Gly Pro

Cys Thr

Leu

Ala

Asn

35

Glu

Ile

Thr

Arg

Thr

115

Ala

Glu

Phe

20

Gln

Lys

His

Arg

Lys

100

Thr

Met

Thr

Arg

Leu

Ile

Gly

Leu

8s

Gln

Ser

Glu

ES 2 300 266 T3

Ile

Ile

Val

Asp

Gly

70

Gln

Asp

Phe

Ala

Cys

Trp

Ala

val

55

Lys

Leu

Lys

Glu

Asp

135

Arg

Asp

Gly

40

val

Met

Glu

Arg

Ser

120

Gln

Pro

Val

25

Tyx

Pro

Cys

Ala

Phe

105

Ala

Pro

Ser

10

Asn

Leu

Ile

Leu

Vval

90

Ala

Ala

Val

Asp Glu Gly Val Met Val Thr Lys Phe

14S5

<210> 10

<211>22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

150

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: iniciador

38

Gly

Gln

Gln

Glu

Ser

75

Asn

Phe

Cys

Ser

Arg

Lys

Gly

Pro

60

Cys

Ile

Ile

Pro

Leu

140

Phe Gln Glu Asp Glu

155

Lys

Thr

Pro

45

His

val

Thr

Arg

Gly

Thr

Ser Ser

15

Phe Tyr

30

Asn Val

Ala Leu

Lys Ser

Asp Leu

95

Ser Asp

110

Trp Phe

Asn Met

Lys

Leu

Asn

Phe

Gly

80

Ser

Ser

Leu

Pro
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<400> 10

ccgeaccaag gtceccattt tc

<210> 11

<211> 22
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: iniciador

<400> 11

gagcccacaa ggataaccca gg

<210> 12

<211> 1366
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 12

ggcagtggga
ctccacccca
tccagtttct
acttgctcce
gtggaagcct
cagcecgtgg
ctrttctaac
aatgtgttcc
atacacaaga
gaagatctgc
gatccaggga
gctggaggat
cttcttccag
gttcctgtgt
ctcagcccgt
tagcettgtg
tcccccgaaa
caaagaggtt
ttatccrtgt
aatggaagat
gcttgtgttt
aggaacacag

ctccacaact

ctgggtttga
ctctcagggce
cagaaccagce
ggatagcctc
tggtggattc
ctgagtggtt
tgcecttcte
ctcecccatgg
gacggccagce
acacttccta
gggagccget
gtgaacattg
agcagctcag
ggcccggeag
accaagtttt
cccccaaacc
tatgtccaca
ttgcaaatgt
gggctcagtt
accatgcttc
ttagaaggag
ctcttgacac

ataaaataat

ES 2 300 266 T3

gctgggctta
tgggaattgt
gcaagcacac
agtcagggag
tggcaggcca
ctaagcccca
tccteccecat
caagatacta
tgcrggtagg
acagaggctt
gcctggceatg
aggaactgta
gctcecgectt
agccccagca
actttgaaca
aagctcatcc
tcectaatccce
gattatgtta
taatcacaag
taattttgaa
gaaaagccaa
atggatttca

aaacttgtgt

tcctccaact
tgtggctcag
acatcccagg
aggcagagct
attatagatg
gcacgtctge
cagtgaggac
cataattaaa
agatcctgtt
ggaccgcace
tgtggagaca
caaaggtggt
caggcttgag
gccagtacag
gagctggtag
tgctcagggt
aagatctgtg
aggatcttga
aaggaggcag
gatggagtga
gggaacggat
gctcagtgac

tattgtaaac

39

gtgagggagg
ctatttgggg
ctcacacccece
gcctggagec
aatggecetgg
ctetggettc
cagacaccac
tatgcagacc
gcagacaact
aaggtccceca
gaagaggggc
gaagaggcca
gctgectgeet
ctcaccaagg
ggagacagga
ctatggtagg
catatgttac
aatgaggaga
gaagggagag
ggggccttga
tctectctat
acccatttca

ctcrgg

ctacagcaca
gaatctgttt
tggtggctgg
tgctgggety
ggaacccgtg
acccagcctc
tgattgcagg
agaaggctct
gctgtgcaga
ttttcctggg
cttccctaca
cacgcttcac
ggcctggetg
agagtgagcc
aactgcgttt
cagaataatg
catacatgtc
caatcctggg
tcagagagag
gccaacatat
agtctccgga

gacttctgac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1366

22

22



20

25

30

35

40

50

55

60

65

<210> 13
<211> 200
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Met

Pro

Pro

Met

Gln

65

val

Gly

Ser

Leu

Thr

145

Glu

Asn

Gln

Serx

Cys

50

Lys

Ala

Leu

Arg

Glu

130

Arg

Ala

Gly

His

Leu

35

Ser

Ala

Asp

Asp

Cys

115

Asp

Phe

Ala

Leu

val

20

Leu

Leu

Leu

Asn

Arg

100

Leu

val

Thr

Ala

Gly

Cys

Pro

Pro

Tyr

Cys

8s

Thr

Ala

Asn

Phe

Trp

165

ES 2 300 266 T3

Asn

Leu

Ile

Met

Thx

70

Cys

Lys

Cys

Ile

Phe

150

Pro

Pro

Trp

Ser

Ala

5SS

Arg

Ala

Val

val

Glu

135

Gln

Cys

Leu

Glu

40

hAxg

Asp

Glu

Pro

Glu

120

Glu

Ser

Trp

Ser

His

25

Asp

Tyr

Gly

Lys

Ile

105

Thr

Leu

Ser

Phe

40

Pxo

10

Pro

Gln

Tyx

Gln

Ile

90

Phe

Glu

Tyr

Ser

Leu

170

Trp

Ala

Ile

Leu

75

Cys

Leu

Glu

Lys

Gly

15%

Leu

Ser

Pro

Ile

60

Leu

Thr

Gly

Gly

Gly

140

Ser

Gly

Ser

Phe

Leu

45

Lys

val

Leu

Ile

Pro

125

Gly

Ala

Pro

Gly

Ser

30

Ile

Tyr

Gly

Pro

Gln

110

Ser

Glu

Phe

Ala

Ser

15

Asn

Ala

Ala

Asp

Asn

95

Gly

Leu

Glu

Arg

Glu

178

Lys

Cys

Gly

Asp

Pro

80

Arg

Gly

Gln

Ala

Leu

160

Pro
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ES 2 300 266 T3

Gln Gln Pro Val Gln Leu Thr Lys Glu Ser Glu Pro Ser Ala Arg Thr

180

185

Lys Phe Tyr Phe Glu Gln Ser Trp

<210> 14

<211> 1366

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 14

ggcagtggga
crccacccecca
tccagtttct
acttgcectcece
gtggaagcct
cagcccgtgg
cttttctaac
aatgtgttcece
atacacaaga
gaagatctgc
gatccaggga
gctggaggat
cttcttccag
gttcctgtgt
ctcagececgt
tagccttgtg
tceeccgaaa
caaagaggtt

ttatccrtgt

195

ctgggtitga
ctctcagggce
cagaaccagc
ggatagcctc
tggtggattc
ctgagtggtt
tgceccttcte
ctccccatgg
gacggccagc
acacttccta
gggagccget
gtgaacattg
agcagctcag
ggceccggeag
accaagttte
cccccaaacc
tatgtccaca
ttgcaaatgt

gggctcagtt

gctgggcectta
tgggaattgt
gcaagcacac
agtcagggag
tggcaggcca
ctaagcccca
tcctecccat
caagatacta
tgetggtggg
acagaggcetrt
gcctggeatg
aggaactgta
gctcegeett
agccccagca
actttgaaca
aagctcatcce
tcctaatcee
gattatgtta

taatcacaag

200

tcetccaact
tgtggctcag
acatcccagg
aggcagagcet
attatagacg
gcacgtctge
cagtgaggac
cataattaaa
agatcctgtt
ggaccgcacc
tgtggagaca
caaaggtggt
caggcttgag
gccagtacag
gagctggtag
tgctcagggt
aagatectgtg
aggatcttga

aaggaggcag

aatggaagat accatgcttc taatttitgaa gatggagtga

gcttatgttt ttagaaggag gaaaagccaa gggaacggat

aggaacacag ctcttgacac atggatttca gctcagtgac

ctccacaact ataaaataat aaacttgtgt tattgtaaac

<210> 15
<211> 5445
<212> DNA

41

gtgagggagg
ctatttygggg
ctcacaccecc
gectggagcece
aatggcctgg
ctctggctte
cagacaccac
tatgcagacc
gcagacaact
aaggtccceca
gaagaggggc
gaagaggcca
gctgectgcet
ctcaccaagg
ggagacagga
ctatggtagg
catatgttac
aatgaggaga

gaagggagag

190

ctacagcaca
gaatctgttt
tggtggcetag
tgctgggctg
ggaaccegtg
acccagcctce
tgattgcagg
agaaggctct
gctgtgcaga
ttttcctggg
cttcccraca
cacgcectcac
ggcctggcetg
agagtgagcc
aactgcgttt
cagaataatg
catacatgtc
caatcctggg

tcagagagag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B840

900

960

1020

1080

1140

ggggccttga gccaacatat 1200

tctcctctat agrctccgga 1260

acccatttca gacttctgac 1320

crtetgg

1366
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<213> Homo sapiens

<400> 15

ctggactgga
gagtcatcag
tctgggcaca
gtttggccaa
ttatctgtac
agcagcattg
gcctgaaaaa
ataagtgtga
aatcacktcca
tcccccaggt
tcatttaaaa
aaaatgttga
gagtaacata
ttgatttata
agctecccata
atttctragc

aaaaaattat

aagagtaagg

ccagcattga
cttgctatce
gctaccacac
ggggagccca

tgggggattg

acatcacctg
ccagaatctg
agaatggaat
agtcctactg
gatgcagatyg
aatgttgaaa
tatgtttaaa
tctatgtatg
atctgcattt
atatcatctt
caactaccta
gcagtgaaca

gaaacacatg

ES 2 300 266 T3

atttcttcecca
accttcacce
tgcccactgt
tcatcaagtg
tctagtcctt
gttgcatatt
ttattttaac
gaaagtacat
aattagaacc
ggcaggcaca
cttacttgat
aaattactca
tgtctctatg
ttcacctaat
taacaaacac
ttactgaaaa
tttttgtaag

caatcacaaa

gctectttgag
agggeccctcee
cctgetgeta
ggcttgcatt
taggactcaa
tgaaatgtac
aagaactgca
cagttcccaa
ttcggecccag
tctaggagcce
actacaaagyg
taaagccata
tgtggattta
atartttgaa
atacatcctt
ttcagatttt
taaacatttg

gtatacagaa

42

ctgacactga
actttgttgce
caaccaaaga
gaggccatga
agtgctggece
agtctcagge
ggtggtttat
gcagcatggc
gaaatagtaa
aatgacttta
aaattcatgt
ggtaagtggt
aatagaatta
aatttttatg
atttattgaa
tttcaactte
ggcaatccgt

tgcrttaaga

cccagagtgg
cccaccetaga
agccccagtg
tgctgttgag
aggaggaacce
cccaccccag
atatttatta
tgattgctgg
ttatacagag
actgaacact
tcattatagg
gcaacaacac
cagtgtacac
tcctaaaaca
tteegctata
ttgcrattgt
tatttttcct

ctttcattca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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cagcaccaac
ctcaaagtca
gacccagtac
ggttggaagc
tcagcatctc
ctecrtctcte
agaatcagat
aatttccaac
ccaatgggtg
gagtcatgtg
tttccatctg
cacttctagt
tgctgectgga
acccttgget
ctgggtttga
ctctcagggce
cagaaccagce
ggatagcctce
tggtggattc
ctgagtggtt
tgcecttcete
ctcceccatgg
ggggtcaggg
tagaaattgc
cctgaacgtce
aagtggagtg
taacttccece
tctatgetge
tcttgatggt
ttcatctcat
tgtcataagc

atgcatttcc

atccctceccag
taccccaagg
taaaagccac
cgtatcctceca
tctattcctc
attrterget
ctactcggta
tcctgattag
ttcattttag
aggctgtgtg
gaacagaatg
cactaggaat
gaccccttcet
agttatgggg
gctgggctta
cgggaattgt
gcaagcacac
agtcagggag
tggcaggcca
ctaagcccea
teetececat
caagatacta
tgggaagagg
aagtgccecca
tgcaagatgc
ttattaaccc
catgtcacac
tccatececgece
ggrcectgtg
ttgagatttg
tccrttcagg

tctgeccecte

ES 2 300 266 T3

aatttgcact
cctggggaca
cttggctaca
gcacccacct
cctgagecct
ttcttatatt
aacctcagcce
ctctgggttt
ggaagagctc
gcctggeatt
ggggagtreg
gatgttttce
agttgtgctc
gcgggggtgt
tcctecaact
tgtggctcag
acatcccagg
aggcagagct
attatagatg
gecacgtctge
cagtgaggac
catgtaagtt
aaaggaatgc
taattaagct
cagccaatct
cattttacag
agctaccaaa
tctctgaaat
gcectttactce
catcctrect
aaggaggtga

ccatggaccec

tgttagtccc
gaaaatgact
gccctgtttce
gttcctterce
attactttct
ttttctrcte
ctagtcatac
atttccatgc
taggacagga
tatacagggc
gatgggctgte
aactctctgg
tcttcrtttca
ggtgcectgt
gtgagggagg
ctatttgggg
ctcacaccee
gcctggagcee
aatggcctgg
ctetggette
cagacaccac
gtcectggeat
tgagtcagag
tcatcatcac
actgcctcat
atctggaagc
aggcagagcec
gtcagaaagt
ccagtgtggg
tatctettcac
ggcataagaa

tgraatgtcc

43

tattatcctt
tgtccaaagt
tggaacttga
acctgcctcc
tccacctgee
tactccctee
ttgcgttact
taaattctgg
taacccatcyg
cactatcttc
tttcagcagt
ggagacccca
ctctgggcete
tggccaacag
ctacagcaca
gaatctgttt
tggtggctgg
tgctgggcetyg
ggaacccgtg
acccagectc
tgattgcagg
gteccctgett
gatgaggcetc
cacagtagca
ctectgttcca
tgaggctcaa
aggaatcaga
tttgaatctc
cttctaacac
tactttgttg
aaatcaaaga

agggctgtgt

cactctaagt
gacagtgaca
gtgctgaggt
ccagggtccc
ttcttcettet
ttatttggtg
ttcctgaget
actggecttt
ggaaggagca
actgtgccat
cttggccaag
ccagcctcac
tagttatcta
ggcagtggga
ctccacececa
tccagtttct
acttgctcec
gtggaagcct
cagcccgtgg
cttttctaac
aatgtgttce
tccaageccag
cttctcacct
acagctcttt
aaaagtctat
agagggtaaa
cttcatgtcc
aatgacagca
ttacttacat
tctgtgattt
ggactctggg

cctggacaag

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000
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gtg99cgg9y
tacataggaa
ttectggtetce
ggcaagggga
aagtgaacct
tgaggtagaa
taatgagage
ctgagctaat
tcagtataca
caggcccaaa
gaaatttctce
cecgttctect
gcaagaacac
agtgaccatt
gtgactcaga
catcagcact
gagatggcca
tggggectce
ccccagcaga
ggcctctect
atgcagggcc
caagagcctg
gaagatctgce
gatccaggga
gctggaggtg
ggatgctceg
tcctcaggtt
tgcagaaggc
cagaggcctce
ccccacagga
[ofed & o] & of oot

ggttcetgtyg

agcagtcectg
gcacataaat
caaatagaat
atgccagtca
gctttaaata
aaatcccctyg
tctccagecco
accctgecatg
ctcaattaat
aaatttaaga
aggaagccag
ctgaaggect
aggagacctt
cccctcttac
gcatggaagt
gtcatactgt
gctgctggtg
accccatgcet
gggtcagcag
agcgagggga
aggccaggtg
caacatgggg
acacttccta
gggagccget
agaggcctct
gcatctrtgt
tccaccatct
agtcccttgg
cagggctaac
tgtgaacatt
gagcagctca

tggecccggca

ES 2 300 266 T3

gtctcaagga
gacaaagcag
gctgetggea
gcaagcccag
tgtacagtca
gaggtggtag
tgacagcagc
actttgaagc
ctectgtacta
taaggtccac
gaacattttc
ccccaagceca
ccttgettta
cacctgtgaa
ggaagggett
ttcagaatta
ggagatcctg
ccatctgcca
ctgcceccag
catgactcct
tgcccatgtce
ttcecttgte
acagaggctt
gcctggcatg
ccccattcta
gcectatetgt
ccectctgeac
gtaaaaacca
acctccatca
gaggaactgt
ggctcecgect

gagccccagc

ggtgacagce
atgtcagcac
tgtgagttgt
gatctttccg
ttagctaagg
aatttgtceca
tgacaggcat
ctttaaaata
aagagaataa
tgtatcccaa
tttaccccte
tgagaaggca
agactggccet
ggagagaaaa
gggggccagt
aatatgcaga
ttgcagacaa
taggcccetece
tgacagtgag
gcagaagtcc
cagttccttc
ccttgactct
ggaccgcacc
tgtggagaca
ggggacactg
ggattcccag
ctagcaccaa
gccergtcag
gcactctcat
acaaaggtgg
tcaggcttga

agccagtaca

44

tggctgggaa
ttcagggcat
cacatctggg
gaagttratt
gtattatcgt
gaggttctgc
ctttgaaacc
tctgaaaagc
acatttataa
agtcatctga
tgtcagaggg
ggaagcacag
ggtctttacc
tcgcccaaat
ggtgcataaa
ccagaaggct
ctgctgtgea
cttetettet
aagggccaga
tggctcaccg
ctgcctgage
tctctetett
aaggtcccca
gaagaggggc
cagacctggc
ccaggtccac
gacccttgec
gtccttttet
tctgcagcca
tgaagaggcc
ggctgetgec

gctcaccaag

gcaagacaca
ctaatctggg
ttgtcaaggt
tttattgtac
tagctgttat
cctaaaaggt
aactaggtga
aaatcacact
acaattaggg
gcctcactaa
cattggctct
cctctgaaaa
tgctcttggyg
gctcaaggtg

gggaatgggc

ctatacacaa
ggtgagcttce
tccetttecet
gagcagctgt
tecagtctge
ctttacetge
cectecctaga
ttttcctggg
cttcecctaca
ctgacccectg
atgtcctact
ctctagaatc
ggccaagece
tccaccttge
acacgcttca
tggcctgget

gagagtgagc

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860

4920
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<210> 16
<211> 4388
<212> DNA

cetcageccg
ttagccttgt
gtcccccgaa
ccaaagaggt
gttatccttg
gaatggaaga
tgcaggtgtt
aaggaacaca

cctcecacaac

<213> Mus musculus

<400> 16

ccatatcctt
tecaactttt
caatcaatta
atgctgctat
tgatatcctt
ccaataatga
tttacattta
cccactgcac
ctagaccaag
cagctagaga
gttgcagacc
tcecatectat
agtatctgca
gtccatcctt
gtccctaatc

tgtetragea

taccaagttt
gcccccaaac
atatgtccac
tttgcaaatg
tgggctcagt
taccatgctt
rttagaaggt
gctcttgaca

tataaaataa

atttcctgga
caaccttgta
cctetgectg
ctgatcecta
cactctcaag
aagctacttg
aaatgcatat
tceccacrtcet
gggcctctet
caccagttct
ccttcagete
agatgactgt
tttggtgget
tcatctrage
tagggaggaa

gttggatgtt

ES 2 300 266 T3

tactttgaac
caagctcatc
atcctaatcc
tgattatgtt
ttaatcacaa
Cctaattttga
ggaaaagcca
catggatttc

taaacttgtg

tttatcattce
aaaataacta
gaatgggggc
gecectggeat
tectttteceeca
gtctacagtt
cecaaaagte
tggccectggce
tcccaatgat
ggggttactg
ttgagtactt
gagcatceccce
gattatggga
tccaaactet
tgaagtatcc

ggatattata

agagctggta
ctgctcaggg
caagatctgt
aaggatcttg
gaaggaggca
agatggagtg
agggaacgga
agctcagtga

ttattgtaaa

cctttcagec
attgaactat
aacaacacat
tcgtgcagaa
gtgactttta
gtgtggcgtt
ccctataccece
ttteccectt
ggccaactag
gttagttcat
tctctagcte
ttctgtacet
tggacccceeg
gtctctgcaa
ccaagttgat

ggrtrctggg

45

gggagacagg
tctatggtag
gcatatgtta
aaatgaggag
ggaagggaga
aggggecttg
ttctcctcta
cacccatttc

cctet

gactggacat
tttataacta
gcaatcatgg
cctcactctc
aaggcaacag
ttttatagat
teccccecacce
actggggcat
gccattetct
attgttgttc
ctccattggg
gcaggcgtgg
ggtggggcag
cttettecat
ctteccttctt

ctaatatcca

aaactgcgtt
gcagaataat
ccatacatgt
acaatcctgg
gtcagagaga
agccaacaaa
gagtctcegg

agacttctga

tgacagcatt
agcatttggg
gaaagccagg
atctgtgcece
aatcatatag
attttcatca
tgctecccta
ataaagtttg
gctacatatg
tacctatggg
agccctgtgt
catatgaaat
tctatggatg
ggatatttta
gattttctta

cttatcagtg

4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400

5445

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960
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agtacatatc
ctatgttcaa
acagaggaat
aaacaacgaa
gatggactgc
taggggtacyg
aaaacattct
ccaactgcag
atcgctcaat
aaagctccct
tcacaacagc
tccatecttac
gcaattaccece
gttcttagaa
ttgataccta
tctcactgtg
attaaagtat
tccagtggcet
aaatctgtac
agetgtette
ttggtccaga
tctgaaatca
gacagttcct
ataggtataa
gtgccactca
ttttctattg
acaaatcaaa
aaaaataaaa
acctgagctt
aagacactat
aaacaatttc

ggctccatgt

aagtgaattc
aacagcccta
ggatacagaa
tttatgaaat
ctgecctgcag
gaacagcttg
gtttetctga
gaatgtgcetc
caaggggcct
ctagccacag
cctetttect
agacccggaa
aaaagcagag
agctcaaaca
tatcaaaaaa
tacatttagg
gtaccaccac
aaacagtrtaa
agacctttgt
gctattgcta
ggttctgtec
gctgggcaat
ccccagctgce
ccagtgacta
gagtgtacct
tccaatttce
tcacagttac
taaatcaagc
caaagcaact
tgtcatttct
tacccgratt

ggttgrccag

ES 2 300 266 T3

trttgtgatt
ttratagtag
aatgggcaca
tct&gggcaa
ctgggagagce
tggctggata
aagcetttte
ccttcccatg
ggagatcaca
aaatctcaaa
ggtgacagaa
actcaaccte
agtgggatcyg
atcttgagtc
aaaaaaaggt
tgaccacgaa
acctgcatct
gtcccagttc
tcttaatgta
agtgttgcag
tcaaactcat
taggctaata
cctagtacat
atcaggccct
catcatggct
gatttgtgaa
tacatcttca
tcagaaacat
cctcagacag
ggagcctctg
ggaacagtgt

taaggtggta

aggttacctc
ccagaagact
tttatgcaat
aaccctatct
tggggagacc
attctgagct
cttctttgee
gcaagatact
tgagaaggga
cactgaataa
tggaacaact
cacgaggtta
gactctctgt
ccaaggacag
ctcactagat
ctcacagaga
ttgacaataa
ccaaagtcety
caagtgagcc
agacagaaaa
tgtgagetct
acaggcataa
acttaccctc
ggtctaattc
gtagtgggcc
ttttctacaa
gttcctrcat
catggatagg
ccatgaaaac
ataatcctga
ccectctectg

tggggacaga

46

actcaagatg
ggaaagaacg
ggagcccact
aaagccagga
tttgtggatt
ccagcatgtc
tcagtgaaga
acatgtaagt
aaaggctgag
ttgatcttca
gtaagagtgg
tacaattttc
tctctaaact
cacctctatg
agccetggct
tctgecettec
ctgagtggta
acaaaaatqc
tgctttaaaa
ggctecccaga
gaaagcaact
ttttaatgtt
ctaggcacgt
taagttggce
cagagtctag
aaagaatttt
taattagtgt
gttcattgta
atcctcaatet
gcctaggcag
tctggaaaca

aatggacaat

acattctcca
cagtcectca
cagatattaa
ataaggaaaa
ctgtaatact
tgccccccaa
ccagacactc
aatcttaacg
tcaaagggac
tccttgtcaa
tattgcttag
ctcatgtcat
gatgtagcta
gtcacctgga
accctgaaac
aagtgctggg
tctaaattcet
caggtggctg
acaatacgca
agtggtaact
gatgggcagce
tcacacgcat
cattagacce
tcctatataa
ggacatagac
tcttaactet
tactatttaa
tctccaggge
accrcatgag
cttrgggatg
attcaccaaa

gacceccegag

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880
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ggcagtgatc
ttgtacacac
ggtgatcttc
ccagaagttg
ctagagacat
gtaaaaaatg
gacccagtaa
actgtctgaa
gcctagaccg
cgtgtgtaaa
tgcagtcagt
gtttceccate
aaagaacatg
gcactaaggg
ccacaggatg
tttttccaga
tttctetgtg
tccacccata
cgtctagtgc
agataccaaa
caaagggatt
catgaggaga
aatggagaca
agagctctcce
gctccattat

tgtgctte

<210> 17
<211> 459
<212> DNA

<213> Mus musculus

cattaacctt
ggaatggcca
cggtggtggy
cttagtgtce
gagaatattg
aattccatee
cttctagetg
ttgcatectg
ctccaaggtc
qgacaagagag
actgeccactg
tatcetetett
gctteggaaa
ctgacgtccc
tgaacatcga
gaagcttggg
gcccagetga
ctgaattcta
ccccagietg
gatgtttggg
ttrerteecc
aggaagaggt
gggaccataa
tgacacaggt

tttaageccac

ES 2 300 266 T3

gccctectat
gctecctgcetg
g9tgg9999ag
atctgccaca
tcacagtgat
accctgcagt
agccctacct
tocttacctcce
cccatcttcec
ggacctctce
gaacatagtg
tgecteocage
actcttcccet
aaccaaacac
ggacctatac
atctgecttc
gcececcagcag
ctttgagatg
agatcttctt
tcttaatcce
ttcatggtece
catgagggag
gctgatgggt
gtctggattt

tgagtttgag

ttcagaatca
ggagaccctg
tggaggggag
aggccttgat
aaggagaaga
ctccatacag
tgcttaaaac
cagagaaggt
tggggatgca
tgcagctgga
acatctttga
tgagggactc
attgagtcet
tcatttcatce
aagggaggtg
aggcttgagg
ccagtgcagce
agtcggtaaa
gctcagcatc
cagaatctgt
atttgggcec
actggcgcaa
aacagtggtt
ttctggactg

atcattcaat

47

aggatgcaca
attcagacaa
ggtgtgggayg
tcttteectec
ggtaggggca
aaacaggcca
ctgccatctg
ctgtatcctt
gggaggaagt
ggtgagacac
acccacatgt
tageectttgg
tetttggeca
tcacagctgt
aacaaaccac
ctgectgectg
tcaccaaaga
gagacataag
tctggaaagc
gaccgtgtta
attggaatca
actttggtac
tctagaaacc
aagaatggcg

gaagctgtca

tcaaaaggct
ttatagtcca
gggctctert
aattgegtct
gtttctrect
gaggggggca
tggtcccctc
cctaaccgag
tgctgcectgg
cectectcat
ccectetett
ggatgtacag
agectctgag
ctcecctttcece
ccgetttcace
ccctggetgg
gagtgaaccce
gctggggect
agaataagga
cattaaatgg
tctgaggcect
taaaagtaac
ggaaatgatyg
aaataataca

taataaaacc

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380

4388
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<400> 17

<210> 18

atgtgctcce tteccatgge
tacacacgga atggccagcet
aaggtctgta tccttectaa
atgcagggag gaagttgctg
ctggaggatg tgaacatcga
tttttccaga gaagcttggyg
tttctctgtg gcccagetga

tccacccata ctgaattcta

<211> 152
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 18

Met Cys Ser Leu Pro

1 5

Gln Lys Ala Leu

20

Asp Ser Asp Asn

35

Gly Leu Asp Arg

S0

Ser Cys Cys Leu Ala

65

Leu Glu Asp Val Asn

Tyr Thr

Tyr Ser

Ser Lys

ES 2 300 266 T3

aagatactac
cctgctggga
ccgaggcecta
cctggcgtgt
ggacctatac
atctgccttc
gccecagcag

ctttgagatg

Ala

Met

Arg

Pro

Arg

Asn

Glu

ataatcaagg
gaccctgatt
gaccgctcca
gtaaagacaa
aagggaggtg
aggcttgagg
ccagtgcagc

agtcggtaa

Tyr

10
Gly Gln
25

Lys Val

40

val

55
Cys Vval
70

Ile Glu

Pro

Lys

Asp

Ile Phe

Thr

Arg

Leu Tyr

48

Ile

Leu

Cys

Leu

Glu

Lys

atgcacatca
cagacaatta
aggtccccat
gagagggacc
aacaaaccac
ctgctgectg

tcaccaaaga

Ile Lys

Leu Leu

Ile Leu

45
Gly Met
60

Gly Pro

75

Gly Gly

aaaggcttetg
tagtccagag
crteectgggyg
tctecetgecag
ccgtttcacc

ccectggetag

gagtgaaccce

Asp Ala His

15
Gly Asp Pro
30

Pro Asn Arg

Gln Gly Gly

Leu Leu Gln

80

Glu Gln Thr

120

180

240

300

360

420

459



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 300 266 T3

8s

so

Thr Arg Phe Thr Phe Phe Gln Arg Ser Leu Gly Ser Ala

100

Glu Ala Ala Ala Cys Pro Gly Trp Phe Leu Cys Gly Pro

105

115 120

Gln Gln Pro val Gln Leu Thr Lys Glu Ser Glu Pro Ser

130 135

Glu Phe Tyr Phe Glu Met Ser Arg

145 150

<210> 19

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: iniciador

<400> 19
atgtgttcce tccccatgge aag

<210> 20

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: iniciador

<400> 20

gctaccagcet ctgttcaaag taaaac

49

140

125

95

Phe Arg Leu

110

Ala Glu Pro

Thr His Thr

23

26
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