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ES 2327102 T3

DESCRIPCION

Moléculas andlogas al receptor de TNF y usos de las mismas.

La presente solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de los Estados Unidos 60/230.191 presen-
tada el 5 de Septiembre de 2000.

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a novedosos polipéptidos similares al receptor de TNF (TNFr) y a las moléculas
de 4cido nucleico que codifican el mismo, denominadas “MK61” en el presente documento.

La invencion se refiere también a vectores, células huésped, composiciones farmacéuticas, agentes de unién selec-
tiva y los procedimientos para producir polipéptidos MK61. También se proporcionan procedimientos para el diag-
nostico, tratamiento, mejora y/o prevencion de enfermedades asociadas con los polipéptidos MK61.

Antecedentes de la invencion

Los avances técnicos en la identificacion, clonacién, expresion y manipulacién de las moléculas de dcido nucleico
y el descifrado del genoma humano han acelerado en gran medida el descubrimiento de nuevas terapias basadas en el
descifrado del genoma humano. Las técnicas de secuenciacién rdpida del dcido nucleico pueden generar ahora infor-
macién de la secuencia a velocidades sin precedentes y, acopladas con los andlisis asistidos por ordenador, permiten
el ensamblaje de las secuencias solapantes en los genomas parcial y completo asi como la identificacién de regiones
que codifican polipéptidos. Una comparacién de una secuencia de aminodcidos predicha frente a una compilacién de
una base de datos de secuencias de aminoacidos conocidas permite determinar la extensién de homologias respecto de
secuencias y/o hitos estructurales anteriormente identificados. La clonacién y la expresion de una regién que codifica
el polipéptido de una molécula de 4cido nucleico proporcionan un producto polipéptido para el andlisis estructural y
funcional. La manipulacién de las moléculas de 4cido nucleico y los polipéptidos codificados para crear variantes y
derivados de los mismos puede conferir propiedades ventajosas a un producto para uso como compuesto terapéutico.

A pesar de los significativos avances técnicos en la investigacién del genoma durante la década pasada, el potencial
para el desarrollo de terapéuticas novedosas basadas en el genoma humano estd todavia en gran parte sin realizar. No se
han identificado todavia muchos genes que codifican polipéptidos terapéuticos potencialmente beneficiosos o aquellos
que codifican polipéptidos que pueden actuar como “dianas” de las moléculas terapéuticas.

De acuerdo con esto, es un objeto de la invencién identificar polipéptidos novedosos, y moléculas de 4cido nucleico
que codifiquen los mismos, que tengan beneficio diagndstico o terapéutico.

Tras afios de estudio sobre la necrosis de los tumores, finalmente en 1984 se clonaron los factores de necrosis
tumoral (TNF) a y 8. Los afios siguientes fueron testigos de la aparicién de una superfamilia de citoquinas TNF, que
incluian el ligando fas (FasL), el ligando CD27 (CD27L), el ligando CD30 (CD30L), el ligando CD40 (CD40L), el
ligando que induce la apoptosis relacionado con TNF (TRAIL, designado también AGP-1), la proteina de unién a
la osteoprotegerina (POG-BP o ligando OPG), el ligando 4-1BB, LIGHT, APRIL, y TALL-1. Smith y col. (1994),
Cell, 76: 959-962; Lacey y col. (1998), Cell, 93: 165-176; Chichepotiche y col. (1997), J. Biol. Chem., 272: 32401-
32410; Mauri y col. (1998), Immunity, 8: 21-30; Hahne y col. (1998), J. Exp. Med., 188: 1185-90; Shu y col. (1999),
J. Leukocyte Biology, 65: 680-3. Esta familia se unificé por su estructura, concretamente en el término C. Ademads,
la mayor parte de los miembros conocidos hasta la fecha se expresan en compartimentos inmunes, aunque algunos
miembros se expresan también en otros tejidos u érganos, igualmente. Smith y col. (1994), Cell 76: 959-62. Todos
los ligandos miembros, con la excepcién de LT-a, son proteinas transmembrana de tipo II, caracterizadas por una
regioén conservada de 150 aminodcidos en el interior de la region extracelular C-terminal. Aunque restringida a sélo
un 20-25% de identidad, la region conservada de 150 aminodcidos se pliega en sandwich en una ldmina 8 plegada
caracteristica, y trimeriza. Esta region conservada se puede liberar proteoliticamente, generando de esta manera una
forma funcional soluble. Banner y col. (1993), Cell, 73:431-445.

Muchos miembros comprendidos dentro de esta familia de ligandos se expresan en tejidos linfoides enriquecidos
y juegan importantes papeles en el desarrollo y la modulacién del sistema inmune. Smith y col. (1994). Por ejemplo,
TNFe se sintetiza principalmente por los macréfagos y es un importante mediador de las respuestas inflamatorias y
las defensas inmunes. Tracey y Cerami (1994), Annu. Rev. Med., 45: 491-503. Fas-L, expresado de manera predomi-
nante en células T activadas, modula la apoptosis mediada por TCR en timocitos. Nagata y col. (1995) Immunology
Today, 16: 39-43; Castrim y col. (1996), Immunity, 5: 617-27. CD40L, expresado también por las células T activadas,
proporciona una sefial esencial para la supervivencia, la proliferacién y el cambio de isotipo de la inmunoglobulina de
las células B. Noelle (1996), Immunity, 4: 415-9.

Se han identificado los receptores andlogos de la mayor parte de los miembros de la familia del ligando de TNFE.
Estos receptores comparten repeticiones multiples ricas en cisteina caracteristicas en el interior de sus regiones ex-
tracelulares, y no poseen motivos cataliticos en el interior de las regiones citoplasmicas. Smith y col. (1994). Dos
subgrupos de TNFR homdlogos: Fas, TNFR1, DR3, DR4, DRS, y DR6 contienen la regién intracelular de muerte que
se une a TRAD o FADD. Esto conduce a la activacién de la caspasa 8 y a la apoptosis. Locksley y col. (2001) Cell 104:
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487-501. Sin embargo, se puede necesitar también un sefialador a través de los receptores de muerte para la prolifera-
cién de los hepatocitos y las células T. Strasser y col., (1999) Intl. J. Biochem. Cell Biol. 31: 533-537, Yamada y col.
(1997), Proc. Natl. Acad. Of Sci. EE.UU. 94: 1441-6. El otro grupo que incluye TNFR2, CD40, o CD30 se une a los
Factores Asociados al Receptor de TNF (TRAF), adaptadores moleculares que acoplan estos receptores superficiales a
las cascadas de sefializacidn en la direccién 3’ .Esto conduce a la activacién de INK y NFKB que pueden promover el
crecimiento y la supervivencia celular. Estas proteinas juegan por tanto papeles criticos en la morfogénesis, el control
de la apoptosis, la diferenciacién, o la proliferacion. Las proteinas de la superfamilia TNF/TNFR se estudian ahora
extensivamente como dianas para terapia contra muchas enfermedades humanas tales como aterosclerosis, rechazo al
aloinjerto, artritis, y cancer. Locksley y col. (2001), Williams y col. (2000), Ann. Rhem. Dis. 59: 75-80.

Ademis de las moléculas asociadas al receptor de la membrana, numerosos receptores que pertenecen a la familia
de supergenes del receptor de TNF existen en forma de proteinas solubles de unién al ligando. Muchas de las formas
solubles de los receptores transmembrana se han identificado posteriormente como conteniendo sélo la(s) regidn(es) de
union al ligando extracelular de los receptores. Por ejemplo, se ha encontrado una forma soluble del receptor de TNF
en orina y suero (véase la Patente de los Estados Unidos N°: 5.843.789 y Nophar y col., EMBO J., 9(10):3269-3278,
1990), y se ha demostrado que se activa mediante la rotura proteolitica de los receptores de TNF superficiales celulares
(Wallach y col., Agents Actions Suppl., 35: 51-57, 1991). Estas formas solubles de las moléculas del receptor se han
implicado en la modulacién de la actividad de TNF pero no sdlo interfiriendo en la unién de TNF con su receptor,
sino también estabilizando la estructura de TNF y conservando su actividad, prolongando de esta manera alguno de
sus efectos (Aderka y col, Cytokine & Growth Factor Reviews, 7 (3): 231-240, 1996).

Los miembros de las superfamilias de los ligandos y los receptores superficiales celulares del factor de necrosis
tumoral regulan la funcién inmune y la mayor parte de la superfamilia de proteinas TNF/TNFR tales como FASL/FAS,
CDA40L/CD40, TNF/TNFR, o LTB/LTSR, por nombrar unas cuantas, se expresan en el sistema inmune, en el que
coordina la homeostasis celular inmune, la muerte celular inducida por la activacién, el cebado de las células T, las
funciones y la supervivencia de las células dendriticas, o la formacién de centros germinales y érganos linfoides tales
como los parches de Peyer y los nédulos linfaticos. Fu y col. (1999), Ann. Rev. Immunol. 17: 399-433, Grewal y
col. (1998), Ann. Rev. Immunol. 166: 111-135. Recientemente, se han identificado nuevos miembros de estas grandes
familias que tienen funciones criticas en la inmunidad y el acoplamiento de las células linfoides con otros sistemas de
6rganos tales como la morfogénesis 6sea y la formacién de la gldndula mamaria en el embarazo.

Naismith y col., (Trends Biochem Sci. Feb de 1998; 23(2): paginas 74-9) revisan la similitudes estructurales y
funcionales entre de la familia de genes TNFR.

Idriss y col. (Microsc Res Tech. 1 de agosto de 2000; 50(3): paginas 184-95) describen las relaciones estructura-
funcién entre la superfamilia del receptor alfa de TNF y el TNF.

Debido al papel crucial que los miembros de la familia de ligandos de TNF y sus receptores (asociados a membrana
y solubles) juegan en el sistema inmunolégico y en una variedad de procesos de enfermedad, existe una necesidad de
identificar y caracterizar nuevos miembros de estas familias, para uso en la mejora del diagndstico y la terapia.

Resumen de la invencién
La presente invencidn se refiere a nuevas moléculas de 4cido nucleico de MK61 y los polipéptidos codificados.

De acuerdo con la invencién, se describen en el presente documento numerosas isoformas de MK61 humano:
“hMK61T1”, “hMK61T2”, “hMK61T3”, “hMK61T4”, “hMK61TS5”, vy “hMK61T6”. Adicionalmente, se describen en
el presente documento una isoforma de ratén (“mMK61”) y un polipéptido de fusién con Fc de la misma (“mMK61-
Fc” y “hMK61-Fc”).

La invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleétidos
seleccionada entre el grupo constituido por:

(a) la secuencia de nucledtidos que se define en la SEC DE ID N°: 1, SEC DE ID N°: 3, SEC DE ID N°: 5,
SECDE ID N°: 7, SEC DE ID N°: 9, SEC DE ID N°: 11, SEC DE ID N°: 13, o SEC DE ID N°: 15;

(b) una secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID
N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o
SEC DE ID N°: 16;

(c) una secuencia de nucleétidos que hibrida en condiciones moderadamente o muy restrictivas con el comple-
mento de (a) o (b), en la que el polipéptido codificado tiene una actividad del polipéptido que se define en
la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE
ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16; y

(d) una secuencia de nucledtidos complementaria con cualquiera de (a) a (c).
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La invencidén proporciona también una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de nu-
cledtidos seleccionada entre el grupo constituido por:

(a)

(b)

(©)

(d

(e)

®

€]

una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que es al menos aproximadamente un 70, 75, 80,
85, 90, 96, 96, 97, 98 6 99 por ciento idéntico al polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE
ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14,
o SEC DE ID N°: 16, en la que el polipéptido codificado tiene una actividad del polipéptido que se define
en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC
DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16;

una secuencia de nucleétidos que codifica una variante alélica o variante de corte y empalme de la secuencia
de nucleétidos que se muestra en la SEC DE ID N°: 1, SEC DE ID N°: 3, SEC DE ID N°: 5, SEC DE ID N*:
7, SEC DE ID N°: 9, SEC DE ID N°: 11, SEC DE ID N°: 13, 0 SEC DE ID N°: 15, en la que el polipéptido
codificado tiene una actividad del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC
DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID
Ne°: 16;

una secuencia de nucleétidos de la SEC DE ID N°: 1, (a), o (b) que codifica un fragmento de polipéptido
de al menos aproximadamente 25 restos de aminodcidos, en la que el polipéptido tiene una actividad del
polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8,
SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16;

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene al menos una sustitucién de aminoéacido
y/o la deleccién de la secuencia amino que se define en cualquiera de la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N*:
4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC
DE ID N°: 16, en la que el polipéptido codificado tiene una actividad del polipéptido que se define en la
SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID
N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16;

una secuencia de nucleétidos de la SEC DE ID N°: 1, o (a)-(d) que comprende un fragmento de al menos
aproximadamente 16 nucledtidos;

una secuencia de nucleétidos que hibrida en condiciones moderadamente o muy restrictivas con el comple-
mento de cualquiera de (a)-(e), en la que el polipéptido codificado tiene una actividad del polipéptido que
se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°:
10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, 0o SEC DE ID N°: 16, y

una secuencia de nucleétidos complementaria con cualquiera de (a)-(e).

La invencién proporciona ademds una molécula de 4cido nucleico aislada que comprende una secuencia de nu-
cleétidos seleccionada entre el grupo constituido por:

(a)

(b)

(©)

(d)

una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE
ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14,
o SEC DE ID N°: 16 con al menos una sustitucién conservativa de aminoécidos, en la que el polipéptido
codificado tiene una actividad del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC
DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID
N°: 16:

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE
ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14,
o SEC DE ID N° 16 con al menos una insercién de aminodcidos en la que el polipéptido codificado tiene
una actividad del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6,
SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16;

una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE
ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14,
o SEC DE ID N°: 16 con al menos una inserciéon de aminodcidos, en la que el polipéptido codificado tiene
una actividad del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6,
SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16;

una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID
N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o
SEC DE ID N°: 16 que tiene un truncamiento en C y/o en N terminal, en la que el polipéptido codificado
tiene una actividad del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID
N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16;
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(e) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE
ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N° 8, SEC DE ID N° 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID
N°: 14, o SEC DE ID N°: 16 con al menos una modificacién seleccionada entre el grupo constituido por
sustituciones de aminodcidos, inserciones de aminoacidos, delecciones de aminoacidos, truncamiento C
terminal, y truncamiento N terminal, en la que el polipéptido codificado tiene un actividad que se define en
la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE
ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16;

(f) una secuencia de nucledtidos de (a)-(e) que comprende un fragmento de al menos aproximadamente 16
nucleétidos;

(g) una secuencia de nucleétidos que hibrida en condiciones moderadamente o muy restrictivas con el comple-
mento de cualquiera de (a)-(f), en la que el polipéptido codificado tiene una actividad del polipéptido que
se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N
10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, 0o SEC DE ID N°: 16; y

(h) una secuencia de nucledtidos complementaria con cualquiera de (a)-€.

La invencién proporciona también un vector de expresion que comprende las moléculas de 4cido nucleico aisladas
que se definen en el presente documento, las células huésped recombinantes (eucariota y/o procariota) que comprenden
el vector; el procedimiento para producir un polipéptido h2520 que comprende cultivar la célula huésped en condicio-
nes adecuadas para expresar el polipéptido y opcionalmente aislar el polipéptido a partir del cultivo; y el polipéptido
aislado producido mediante este procedimiento. La molécula de dcido nucleico usada en este procedimiento puede
comprender también otro promotor de ADN diferente del promotor de ADN del polipéptido MK61 natural unido
operativamente con la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido MK61.

La invencién proporciona también una molécula de dcido nucleico que se describe en los parrafos anteriores en la
que el porcentaje de identidad se determina usando un programa informatico seleccionado entre el grupo constituido
por GAP, BLASTP, BLASTN, FASTA, BLASTA, BLASTX, BestFit, y el algoritmo de Smith-Waterman.

La presente invencién proporciona un procedimiento para identificar inhibidores y/o estimulantes candidatos de
la actividad o produccién del polipéptido MK61 que comprende exponer una célula huésped a los inhibidores y/o
estimulantes candidatos, midiendo la actividad o produccién del polipéptido MK61 en la célula huésped y comparando
esta actividad con las células control (es decir, las células no expuestas al inhibidor y/o estimulante candidato). En un
aspecto relacionado, la invencién proporciona los inhibidores y/o estimulantes identificados mediante cualquiera de
los procedimientos anteriores.

La invencién proporciona también un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminodcidos que se
define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE
ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16.

La invencion proporciona también un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoédcidos seleccionada
entre el grupo constituido por:

(a) la secuencia de aminodcidos madura que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID
N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16,
y que comprende opcionalmente ademds una metionina amino terminal;

(b) una secuencia de aminoécidos de un ortélogo de la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6,
SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, 0o SEC DE ID N°: 16, en la
que el polipéptido tiene una actividad que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID
N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°®: 16;

(c) una secuencia de aminodcidos que presenta al menos aproximadamente un 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97,
98 99 por ciento de identidad con la secuencia de aminodcidos de la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4,
SECDE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE
ID N°: 16, en la que el polipéptido tiene una actividad del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2,
SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE
ID N°: 14, o SEC DE ID N*: 16, tal como se determina usando un programa informético seleccionado entre
el grupo constituido por GAP, BLASTP, BLASTN, FASTA, BLASTA, BLASTX, BestFit, y el algoritmo
de Smith-Waterman;

(d) un fragmento de la secuencia de aminoacidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC
DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID
N°: 16 que comprende al menos aproximadamente 25 restos de aminodcidos en la que el polipéptido tiene
una actividad del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6,
SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, 0 SEC DE ID N°: 16, y

5



—_
(=]

15

20

25

30

35

40

50

55

60

65

ES 2327102 T3

(e) una secuencia de aminodcidos de una variante alélica o variante de corte y empalme de cualquiera de las
secuencias de aminodcidos que se definen en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N*: 6,
SEC DE ID N°: §, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16, o al
menos una de (a)-(c) en la que el polipéptido tiene una actividad del polipéptido que se define en la SEC
DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: §, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N*:
12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N*: 16.

La invencidn proporciona ademas un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminodcidos seleccionada
entre el grupo constituido por:

(a) la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N
6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16,
con al menos una sustitucién conservativa de aminoécidos, en la que el polipéptido tiene una actividad del
polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N*: 8,
SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16;

(b) la secuencia de aminodacidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N*: 6,
SEC DE ID N° 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16, con
al menos una insercion de aminodcidos, en la que el polipéptido tiene una actividad del polipéptido que se
define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10,
SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16;

(c) la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6,
SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16, con
al menos una deleccién de aminoécidos, en la que el polipéptido tiene una actividad del polipéptido que se
define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10,
SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16;

(d) la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6,
SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16 que
tiene un truncamiento en C y/o en N terminal, en la que el polipéptido tiene una actividad del polipéptido
que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID
N°: 10, SECDE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SECDE ID N°: 16, y

(e) lasecuencia de aminoécidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC
DEID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16, con al menos
una modificacién seleccionada entre el grupo constituido por sustituciones de aminoacidos, inserciones de
aminodcidos, delecciones de aminodcidos, truncamiento C terminal, y truncamiento N terminal, en la que
el polipéptido tiene una actividad del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4,
SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC
DE ID N*: 16.

Se proporcionan en la presente invencién andlogos de MK61 que son el resultado de sustituciones de aminoécidos
conservativas y no conservativas del polipéptido MK61 de la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6,
SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16. Dichos analogos
incluyen un polipéptido MK61 en el que el aminodcido correspondiente a la posicién 38, 39 6 51 de las SEC DE ID
N*: 2, 4,6, 8, 10 6 12 es cistefna, serina o alanina; un polipéptido MK61 en el que el aminodcido correspondiente
a la posicién 60 6 76 de las SEC DE ID N* 2 6 6 es cisteina, serina o alanina, un polipéptido MK61 en el que el
aminodcido correspondiente a la posicion 41, 42, 54, 63 6 79 de las SEC DE ID N*: 14 6 16 es cisteina serina o
alanina, un polipéptido MK61 en el que el aminodcido correspondiente a la posicién 171 6 172 de la SEC DE ID
N°: 2 es leucina, norleucina, valina, metionina, alanina o fenilalanina; un polipéptido MK61 en el que el aminoacido
correspondiente a la posicién 178 6 180 de las SEC DE ID N*: 14 6 16 es leucina, norleucina, valina, metionina,
alanina o fenilalanina; un polipéptido MK61 en el que el aminoacido correspondiente a la posicién 141 de las SEC
DE ID N*: 14 6 16 es glicina, prolina o alanina.

La invencién proporciona también procedimientos para inhibir la actividad del receptor y/o el ligando de MK61
en un mamifero, que comprenden administrar al menos un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE
ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE
ID N°: 16.

También se proporcionan polipéptidos de fusién que comprenden las secuencias de aminodcidos de (a)-€ anterio-
res. Ademds, la invencién abarca los polipéptidos de fusién que comprenden las secuencias de aminoécidos de la SEC
DE ID N°: 16, SEC DE ID N° 36 y SEC DE ID N°: 39.

La presente invencién proporciona también un vector de expresién que comprende las moléculas de dcido nucleico
aisladas que se definen en el presente documento, las células huésped recombinantes que comprenden las moléculas
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de 4cidos nucleicos recombinantes que se definen en el presente documento, y un procedimiento para la produccién
de un polipéptido MK61 que comprende cultivar las células huésped y aislar opcionalmente el polipéptido producido
de esta manera.

La invencién abarca también un animal transgénico no humano que comprende una molécula de 4cido nucleico
que codifica un polipéptido MK61. Las moléculas de dcidos nucleicos de MK61 se introducen en el animal de una
manera que permita la expresion y el aumento de los niveles de MK61, que puede incluir el aumento de los niveles en
circulacién. El animal transgénico no humano es preferiblemente un mamifero.

Se proporcionan también derivados de los polipéptidos MK61 de la presente invencion.

La presente invencién proporciona ademds un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une especificamente
a un polipéptido MK61 que se define en el presente documento. Este anticuerpo puede ser policlonal o monoclonal,
y se puede producir inmunizando un animal con un péptido que comprende una secuencia de aminoécidos de la SEC
DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC
DE ID N°: 14, o SEC DE ID N*: 16.

Se proporciona también el hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal que se une a un péptido que com-
prende una secuencia de aminodcidos de la SEC DE ID N°: 2.

La presente invencion proporciona también un procedimiento para detectar o cuantificar la cantidad de polipéptido
MKG61 en una muestra que comprende poner en contacto una muestra sospechosa de contener polipéptido MK61 con
el anticuerpo o fragmento de anticuerpo anti-MK61 que se define en el presente documento y detectar la unién de
dicho anticuerpo o fragmento de anticuerpo.

Adicionalmente son proporcionados por la invencién agentes de unién selectiva o sus fragmentos que son capaces
de unirse especificamente a los polipéptidos MK61, los derivados, variantes y fragmentos (que tienen preferiblemente
secuencias de al menos aproximadamente 25 aminodcidos) de los mismos. Estos agentes de unién selectiva pueden
ser anticuerpos tales como anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos, anticuerpos policlonales, anticuerpos mo-
noclonales, anticuerpos quiméricos, anticuerpos injertados con region determinante de la complementariedad (CDR),
anticuerpos antiidiotipicos, y sus fragmentos. Ademas, los agentes de unién selectiva pueden ser fragmentos de la
regidn variable de un anticuerpo, tales como fragmentos Fab o Fab’, o sus fragmentos, y pueden comprender al menos
una regién determinante de la complementariedad con especificidad para un polipéptido MK61 que se define en el pre-
sente documento. El agente de unidn selectiva puede unirse también a una marca detectable, tal como una radiomarca,
una marca fluorescente, una marca de enzima, o cualquier otra marca conocida en la técnica. Ademds, el agente de
union selectiva puede antagonizar la actividad bioldgica del polipéptido MK61, y/o producirse inmunizando un animal
con un polipéptido MK61 que se define en el presente documento.

La presente invencién proporciona también un hibridoma que produce un agente de unién selectiva capaz de unirse
al polipéptido MK61 que se define en el presente documento.

También se proporciona un procedimiento para tratar, prevenir, o0 mejorar una enfermedad, dolencia, o trastorno
que comprende administrar a un paciente una cantidad eficaz de un agente de unién selectiva que se define en el
presente documento. Una cantidad eficaz, o una cantidad terapéuticamente eficaz, es una cantidad suficiente para dar
como resultado un cambio detectable en el curso o magnitud de la enfermedad, dolencia o trastorno, tal como la
intensidad o duracién del pronéstico de cualquier sintoma asociado con la misma.

La invencién abarca también las composiciones farmacéuticas que comprenden las moléculas de 4cidos nucleicos,
los polipéptidos o los agentes de unién selectiva anteriormente descritos y uno o més agentes de formulacién farma-
céuticamente aceptables. El agente de formulacion farmacéuticamente aceptable puede ser un vehiculo, adyuvante,
solubilizante, estabilizante, o antioxidante. Las moléculas de dcidos nucleicos de la presente invencién pueden estar
contenidas en vectores viricos. Las composiciones se usan para proporcionar cantidades terapéuticamente eficaces
de las moléculas de acidos nucleicos o polipéptidos de la presente invencidn. La invencién se dirige también a los
procedimientos para usar los polipéptidos, las moléculas de 4cidos nucleicos, y los agentes de unién selectiva.

Se proporcionan también derivados de los polipéptidos MK61 de la presente invencién. Estos polipéptidos pueden
estar covalentemente modificados con un polimero soluble en agua en el que el polimero soluble en agua se selecciona
entre el grupo constituido por polietilenglicol, monoetoxi-polietilenglicol, dextrano, celulosa, poli-(N-vinil pirrolido-
na)polietilenglicol, homopolimeros de propilenglicol, copolimeros de éxido de propileno/éxido de etileno, polioles
polioxietilados, y alcohol polivinilico.

La presente invencién proporciona también polipéptidos de fusién que comprenden las secuencias de polipéptidos
que se definen en el presente documento fusionadas con una secuencia de aminodcidos heteréloga, que puede ser una
region constante de IgG o un fragmento de la misma.

Se incluyen también en la presente invencién los procedimientos para tratar, prevenir o mejorar una dolencia mé-
dica, tal como cancer, en un mamifero que dan como resultado la disminucidén de los niveles del polipéptido MK61.
Estos procedimientos incluyen administrar a un paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un antagonista selec-
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cionado entre el grupo constituido por agentes de unidn selectiva, moléculas pequefias, péptidos, derivados péptidos y
oligonucleétidos de sentido contrario. Estas dolencias médicas pueden incluir aquellas caracterizadas por la estimula-
cion del sistema inmune tales como las enfermedades autoinmunes y leucemias y linfomas.

Se incluyen también en la presente invencion los procedimientos para tratar, prevenir o mejorar una dolencia mé-
dica en un mamifero que dan como resultado un aumento en los niveles del polipéptido MK61. Estos procedimientos
comprenden administrar a un paciente una cantidad eficaz de polipéptido MK61; una molécula de 4cido nucleico
que codifica un polipéptido MK61; o una molécula de 4cido nucleico que comprende los elementos que regulan o
modulan la expresion de un polipéptido MK61. Los ejemplos de estos procedimientos incluyen la terapia génica y
la terapia celular y se describen adicionalmente en el presente documento. Estas dolencias médicas pueden incluir
aquellas caracterizadas por la supresion del sistema inmune tales como el SIDA y los cénceres.

La invencién abarca los procedimientos de diagndstico de una dolencia patoldgica o una susceptibilidad a una do-
lencia patoldgica en un sujeto producida por o resultante de niveles anormales de polipéptido MK61 que comprenden
determinar la presencia o la cantidad de expresion del polipéptido MK61 en un tejido bioldgico, o muestra celular, y
comparar el nivel de dicho polipéptido en un tejido biolégico, o muestra celular bien de sujetos normales o del sujeto
en un momentos diferentes, en el que la susceptibilidad a una dolencia patoldgica se basa en la presencia o la cantidad
de expresion del polipéptido.

Se pueden usar los polipéptidos MK61 y las moléculas de 4cidos nucleicos de la presente invencion para tra-
tar, prevenir, mejorar y/o detectar enfermedades y trastornos, que incluyen aquellos resefiados en el presente docu-
mento.

La presente invencidn proporciona también un procedimiento para identificar los compuestos que se unen a un
polipéptido MK61. El procedimiento comprende poner en contacto un polipéptido MK61 con una molécula de ensayo
y determinar la extension de la unién de la molécula de ensayo con el polipéptido. El procedimiento puede comprender
ademads determinar si dichas moléculas de ensayo son agonistas o antagonistas de un polipéptido MK61. La presente
invencién proporciona ademds un procedimiento para ensayar el impacto de las moléculas sobre la expresion de un
polipéptido MK61 o sobre la actividad de un polipéptido MK61.

La invencién abarca también procedimientos para regular la expresion y la modulacién (es decir, el aumento o
la disminucién) de los niveles de un polipéptido MK61. Un procedimiento comprende administrar a un animal una
molécula de 4cido nucleico que codifica un polipéptido MK61. En otro procedimiento, se puede administrar una
molécula de dcido nucleico que comprende los elementos que regulan o modulan la expresiéon de un polipéptido
MKG61. Los ejemplos de estos procedimientos incluyen la terapia génica, la terapia celular y la terapia de sentido
inverso como se describe adicionalmente en el presente documento.

La presente invencién proporciona ademas un procedimiento para modular los niveles de un polipéptido Mk61 en
un animal que comprenden administrar al animal la molécula de 4cido nucleico que se define en el presente docu-
mento.

La invencidén abarca también un animal transgénico no humano que comprende una molécula de acido nucleico
que codifica un polipéptido MK61. La molécula de 4cido nucleico de MK61 se introduce en el animal de manera que
permita la expresién y el aumento en los niveles del polipéptido MK61, que puede incluir el aumento de los niveles
en circulacion. El animal transgénico no humano es preferiblemente un mamifero.

La presente invencién proporciona un reactivo diagndstico que comprende un polinucleétido marcado de manera
detectable que codifica la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, o un fragmento, variante
u homoélogo de la misma, incluyendo las variantes alélicas y las variantes ayustadas de la misma. El polinucleétido
marcado de manera detectable puede ser un ADNc, ADN, o ARN de cadena primera.

La invencién proporciona también un procedimiento para detectar la presencia de moléculas de acido nucleico de
MKG61 en una muestra biolégica que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una muestra bioldgica sospechosa de contener moléculas de 4cido nucleico de MK61;

(b) poner en contacto la muestra biolégica con un reactivo diagndstico en condiciones en las que el reactivo
diagnéstico hibridard con las moléculas de 4cido nucleico de MK61 contenidas en dicha muestra biolégica;

(c) detectar la hibridacién entre las moléculas de 4cido nucleico de MK61 en la muestra bioldgica y el reactivo
diagnéstico; y

(d) comparar el nivel de hibridacién entre la muestra bioldgica y el reactivo diagndstico con el nivel de
hibridacién entre una concentracion conocida de moléculas de 4cido nucleico de MK61 y el reactivo
diagnéstico.
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La invencién proporciona también un procedimiento para detectar la presencia de moléculas de 4cido nucleico de
MKG®61 en un tejido o muestra celular que comprende las etapas de:

(a) proporcionar un tejido o muestra celular sospechosa de contener moléculas de 4cido nucleico de MK61;

(b) poner en contacto el tejido o la muestra celular con un reactivo diagndstico en condiciones en las que el
reactivo diagnéstico hibridara con las moléculas de 4cido nucleico de MK61;

(c) detectar la hibridacién entre las moléculas de dcido nucleico de MK61 en el tejido o muestra celular y el
reactivo diagndstico; y

(d) comparar el nivel de hibridacién entre el tejido o la muestra celular y el reactivo diagndstico con el nivel
de hibridacién entre una concentracién conocida de moléculas de dcido nucleico de MK61 y el reactivo
diagnéstico.

La invencién proporciona procedimientos para inhibir la actividad del receptor de MK61 en un mamifero que
comprenden administrar al menos una de las secuencias de aminodcidos seleccionadas entre el grupo constituido por
las SEC DE ID Nos: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 36 y 38.

La invencion proporciona procedimientos para inhibir la actividad del ligando de MK61 en un mamifero que
comprenden administrar al menos una de las secuencias de aminoacidos seleccionadas entre el grupo constituido por
las SEC DE ID N*: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 36 y 38.

La invencién proporciona procedimientos para estimular una respuesta inmune en un mamifero administrando un
regulador negativo de la sefializacion del receptor de MK61. Un regulador negativo es una molécula que inhibe la
sefializacién del receptor de MK61, Los reguladores negativos incluyen, pero no se limitan a proteinas de fusién, tales
como las que se definen en las SEC DE ID N*: 16, 36 y 39, anticuerpos, moléculas pequefias, péptidos y derivados
péptidos.

La invencién proporciona también procedimientos para inhibir una respuesta inmune que comprenden administrar
un regulador positivo o la sefializacién del receptor de MK61. Un regulador positivo es una molécula que activa la
seflalizacion del receptor de MK61. Los reguladores positivos incluyen ligandos de MK61 y anticuerpos agonistas.

La invencién proporciona procedimientos para estimular la sefializacién inversa mediante el ligando de MKG61
unido a la superficie celular que comprenden un regulador positivo de la sefializacion inversa del ligando de MK61. Los
reguladores positivos incluyen, pero no se limitan a proteinas de fusiéon de MK61, anticuerpos, moléculas pequeas, y
derivados péptidos. El término “sefializacion inversa” se refiere a la activacién de la sefializacién celular inducida por
una molécula de unién a un ligando unido a la superficie celular tal como la unién mediante el receptor del ligando o
un anticuerpo anti-ligando.

La invencién proporciona también procedimientos para inhibir la sefializacién inversa mediante un ligando de
MKG61 unido a la superficie celular que comprende un regulador negativo de la sefializacion inversa del ligando de
MKG®61. Los reguladores negativos incluyen, pero no se limitan a proteinas de fusién de MK61, anticuerpos, moléculas
pequeiias y derivados péptidos.

La invencién proporciona procedimientos para tratar el trastorno linfoproliferativo de las células B o las células
T, una enfermedad autoinmune o una enfermedad inflamatoria en un mamifero que comprenden administrar una
cantidad terapéuticamente eficaz de proteina de fusién MK61-Fc, un anticuerpo anti-MK61, un oligonucleétido de
sentido contrario, un ligando de MK61, o un anticuerpo del ligando anti-MK61 a dicho mamifero.

La invencién abarca también un fragmento de polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que comprende
los restos 20-60 de la regidn rica en cisteina de la SEC DE ID N°: 36. La regidn rica en cisteina se empareja con la
firma de la regidn rica en cisteina de la superfamilia TNFR tal como se define en Madry y col (Intl. Immunol. 10:
1693-1702, 1998) y las referencias de las anteriores y se espera que abarque la regioén de unién al ligando de MK61.

Se pueden usar los polipéptidos MK61 para identificar sus ligandos. Se han usado diversas formas de “clonacién de
la expresion” para clonar los ligandos de los receptores, véase, por ejemplo, Davis y col., Cell, 87: 1161-1169 (1996).
Se describen con mayor detalle en el presente documento este y otros experimentos de clonacién del ligando de MK61.
El aislamiento del(de los) ligando(s) permite la identificacién o desarrollo de agonistas y/o antagonistas novedosos de
la ruta de sefializacién de MK61. Dichos agonistas y antagonistas incluyen el(los) ligando(s) de MK61, los anticuerpos
del ligando anti-MK®61 y los derivados del mismo, moléculas pequeiias, carbohidratos, lipidos, polinucleétidos (que
incluyen oligonucleétidos de sentido contrario), cualquiera de los cuales se puede usar para tratar potencialmente una
o més enfermedades o trastornos, que incluyen aquellos resefiados en el presente documento.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2327102 T3

Breve descripcion de las figuras

Debera entenderse que en las figuras descritas a continuacidn, los nucleétidos 5° respecto de los nucleétidos que
codifican el péptido sefial son parte de la secuencia que flanquea 5’ no traducida (5’-UTR). Adicionalmente, los
nucledtidos 3’ del codén de parada representan la secuencia 3’ no traducida (3’-UTR).

La Figura 1 representa graficamente una secuencia de dcido nucleico (SEC DE ID N°: 1) que codifica MK61T1
humano (hMKG61T1). Se representa también la secuencia de aminoéacidos (SEC DE ID N°: 2) de hMK61T1 humano.
hMKG61T1 es un receptor superficial celular que contiene un péptido sefial (PS), una regién rica en cisteina de tipo
TNFr (CRD), un espaciador, la regién transmembrana (TM), y una regién intracelular larga con dos regiones muy
conservadas entre especies. El péptido sefial predicho estd subrayado en esta figura, y el codon de parada en la SEC
DE ID N°. 1 estd doblemente subrayado.

La Figura 2 representa graficamente una secuencia de 4cido nucleico (SEC DE ID N°: 3) que codifica MK61T2
humano (hMK61T2), considerado como un receptor soluble. También se representa graficamente la secuencia de
aminodcidos (SEC DE ID N°:4) de hMK61T2 humano. El péptido sefial predicho estd subrayado en esta figura, y el
codén de parada de la SEC DE ID N°: 3 estd doblemente subrayado.

La Figura 3 representa graficamente una secuencia de 4cido nucleico (SEC DE ID N°: 5) que codifica MK61T3 hu-
mano (hMK61T3). También se representa graficamente la secuencia de aminodcidos (SEC DE ID N°: 6) de hmK61T3
humano. Se cree que hMK61T3 es un receptor soluble, que tiene un péptido sefial y una CRD de tipo TNFr. El péptido
sefial predicho estd subrayado en esta figura, y el codon de parada en la SEC DE ID N°: 5 esta doblemente subrayado.

La Figura 4 representa graficamente una secuencia de 4cido nucleico (SEC DE ID N°: 7) y una secuencia de
aminodcidos (SEC DE ID N°: 8) que codifican MK61T4 humano (hMK61T4), considerado como un receptor soluble.
El péptido senal predicho estd subrayado en esta figura, y el codén de parada en la SEC DE ID N°: 7 estd doblemente
subrayado.

La Figura 5 representa graficamente una secuencia de 4cido nucleico (SEC DE ID N°: 9) y una secuencia de
aminodcidos (SEC DE ID N°: 10) que codifican MK61T5 humano (hMK61TS5), considerado como un receptor soluble.
El péptido sefial predicho estd subrayado en esta figura, y el codén de parada en la SEC DE ID N°: 9 esta doblemente
subrayado.

La Figura 6 representa graficamente una secuencia de dcido nucleico (SEC DE ID N°: 11) y una secuencia de
aminodcidos (SEC DE ID N°: 12) que codifican MK61T6 humano, considerado como un receptor soluble El péptido
sefial predicho esta subrayado en esta figura, y el codén de parada en la SEC DE ID N°: 11 estd doblemente subrayado.

La Figura 7 representa graficamente la secuencia de acido nucleico (SEC DE ID N°: 13) y la secuencia de ami-
noécidos (SEC DE ID N°: 14) que codifican MK61 de raton (mMK61), denominado también “Smil2-00051-F3”, o
“Smil2-00051”. En esta figura, el péptido sefial predicho esta subrayado, y el codén de parad en la SEC DE ID N°: 13
estd doblemente subrayado.

La Figura 8 representa graficamente la secuencia de 4cido nucleico (SEC DE ID N°: 15) y la secuencia de amino4-
cidos (SEC DE ID N°: 16) que codifican el polipéptido de fusion mMK61-Fc de ratén (mMK61-Fc). En esta figura, el
péptido sefial predicho estd subrayado, la porcion Fc de la secuencia estd doblemente subrayada, el emplazamiento de
restriccion de la unién de MK61 con Fc estd en negrita, y la secuencia consenso Kozak (que no esté traducida) estd en
cursiva.

La Figura 9 muestra una transferencia Western que muestra que la proteina de fusion mMK61 Fc (mMKG61-Fc) es
capaz de segregarse a partir de células de mamiferos.

La Figura 10 muestra una comparacién de aminodcidos de mMK61 (SEC DE ID N°: 14) con un receptor OPG,
Mrank, (SEC DE ID N°: 17), un miembro conocido de la familia TNFr. Mrank es el precursor del receptor de OPG de
raton (osteoprotegerina).

La Figura 11 muestra una comparacién de aminodcidos de mMK61 (SEC DE ID N°: 14) con el receptor del ligando
Fas (mfas), (SEC DE ID N°: 18). mfas es un precursor del receptor del antigeno superficial que media la apoptosis.

La Figura 12 muestra una comparacién de aminoacidos de mMK61 (SEC DE ID N°: 14) con un receptor de la
linfotoxina-beta de ratén conocido (TnfrC), SEC DE ID N°: 19. Tnfrc es un precursor del receptor de la linfotoxina-
beta, y se denomina también “proteina relacionada con el receptor 2 del factor de necrosis tumoral” o “precursor del
receptor ¢ del factor de necrosis tumoral”.

Las Figuras 13 y 14 representan graficamente multiples inmunotransferencias Northern de tejidos que se sondearon

con una sonda radioactiva de MK61 humano cebado aleatoriamente. Estas inmunotransferencias demostraron que el
ARNm de MK61 se expresa en los tejidos linfoides humanos.
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La Figura 15 representa graficamente un histograma que compara la expresiéon del ARNm de MK61 humano en
diversos tejidos y lineas celulares humanas tal como se midié mediante la PCR cuantitativa.

La Figura 16 representa graficamente los histogramas que cuantifican la unién de la proteina de fusion MK61-Fc
sobre la superficie de células humanas tal como se midié mediante el andlisis FACS. Los histogramas indican que la
protefna de fusion MK61-Fc se une a la superficie celular de las células U937 y Jurkat.

La Figura 17 muestra los histogramas que demuestran la mejora en la unién de la proteina de fusion MK61-Fc
sobre la superficie celular de las células Jurkat y U937 tras el tratamiento con interferén gamma.

La Figura 18 representa graficamente los histogramas que cuantifican la produccién de IgG (panel superior) e IgA
(panel inferior) en cultivos de esplenocitos de ratén tras el tratamiento con la proteina de fusion MK61-Fc.

La Figura 19 representa graficamente los histogramas que cuantifican el efecto de la proteina de fusion MK61-Fc
sobre los pesos de los bazos en ratones (panel superior) y los linfocitos de bazo (panel inferior). Estos histogramas
demuestran que el tratamiento con la proteina de fusion MK61-Fc aumenté el peso del bazo y el nimero de linfocitos
de bazo.

La Figura 20 representa graficamente el andlisis histoldgico de los bazos de ratones tratados con MK61-Fc. El
analisis histolégico indic6 la presencia de hiperplasia linfoide.

La Figura 21 representa graficamente los histogramas que cuantifican los nimeros de células B y T de bazo en
ratones tratados con proteina de fusion MK61-Fc.

La Figura 22 representa graficamente los histogramas que cuantifican los niveles de inmunoglobulina en plasma
en ratones tratados con proteina de fusion MK61-Fc.

La Figura 23 representa graficamente los histogramas que cuantifican la generacion de anticuerpos especificos
anti-KLH en ratones tratados con proteina de fusion MK61-Fc

La Figura 24 muestra la secuencia de aminoécidos del MK61-delta Fc CHO humano (SEC DE ID N°: 36).
La Figura 25 muestra la secuencia de aminoécidos del MK61-Fc CHO humano (SEC DE ID N°: 39).
Descripcion detallada de la invencion

Los encabezamientos de seccion usados en el presente documento tienen tinicamente efectos organizativos y no se
deben tomar como limitantes del objeto descrito.

La isoforma hMK61T1 es un receptor superficial celular que tiene un péptido sefial, una regién rica en cisteina del
receptor de TNF (TNFR), una regién transmembrana (TM), y una regién intracelular larga y muy conservada.

Las cinco restantes isoformas humanas (hMK61T2, hMK61T3, hMK61T4, hMK61T5, y hMK61T6) se consideran
formas solubles del receptor de MK61. hMK61T3 y hMK61T5 contienen cada una CRD completa de TNFr, y son
probablemente inhibidores que se producen naturalmente de la sefial de transduccién mediada por hMK6I1TI. Las
isoformas hMK61T2, hMK61T4, y hMK61T6 contienen cada una CRD parciales. mMKG61 es una isoforma de MK61
de ratén, y mMKG61-Fc es un polipéptido de fusién con Fc de la misma.

Definiciones

Los términos “gen MK61” o “molécula de 4cido nucleico de MK61” o “polinucleétido” se refieren a una molécula
de 4cido nucleico que comprende o estd constituida por una secuencia de nucleétidos que se define en la SEC DE ID
N°: 1, SECDE ID N°: 3, SEC DE ID N°: 5, SEC DE ID N° 7, SEC DE ID N°: 9, SEC DE ID N°: 11, SEC DE ID N*:
13, o SEC DE ID N°: 15, una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido que se define en la SEC DE ID: 2,
SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o
SEC DE ID N°: 16, y las moléculas de acido nucleico que se definen en el presente documento.

El término “polipéptido MK61” se refiere a un polipéptido que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEC
DE ID: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE
ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16, y los polipéptidos relacionados. Los polipéptidos relacionados incluyen: las variantes
alélicas del polipéptido MK61, los ortélogos del polipéptido MK61, las variantes de corte y empalme del polipéptido
MKG61, las variantes del polipéptido MK61 y los derivados del polipéptido MK61. Los polipéptidos MK61 pueden
ser polipéptidos maduros, tal como se define en el presente documento, o pueden tener o no un residuo de metionina
amino terminal dependiendo del procedimiento mediante el cual se preparan.

El término “variante alélica del polipéptido MK61” se refiere al polipéptido codificado mediante una de las di-
versas formas alternativas posibles que se producen de manera natural de un gen que ocupa un locus dado sobre un
cromosoma de un organismo o una poblacién de organismos.
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El término “derivados del polipéptido MK61” se refiere a un polipéptido que tiene la secuencia de aminodcidos
que se define en la SEC DE ID: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8§, SEC DE ID N°: 10, SEC
DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16, las variantes alélicas del polipéptido MK61, los ort6logos del
polipéptido MK61, las variantes de corte y empalme del polipéptido Mk61, o las variantes del polipéptido MK61, tal
como se define en el presente documento, que se han modificado quimicamente.

El término “fragmento del polipéptido MK61” se refiere a un polipéptido que comprende un truncamiento en
el término amino (con o sin una secuencia lider) y/o el truncamiento en el término carboxilo del polipéptido cuya
secuencia es tal como se define en la SEC DE ID: 2, SEC DE ID N° 4, SEC DE ID N° 6, SEC DE ID N°: 8, SEC
DE ID N°: 10, SEC DE ID N° 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16, las variantes alélicas del polipéptido
MKG61, los ortélogos del polipéptido MK61, las variantes de corte y empalme del polipéptido MK61 y/o la variante
del polipéptido MK61 que tiene una o mds adiciones o sustituciones o delecciones internas de aminoacidos (en la que
el polipéptido resultante tiene al menos seis (6) aminodcidos o mds de longitud) en comparacién con la secuencia de
aminodcidos del polipéptido MK61 que se define en la SEC DE ID: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N° 6, SEC
DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16. Los fragmentos del
polipéptido MK61 puede ser el resultado del corte y empalme alternativo del ARN o de la actividad de la proteasa
in vivo. Para las formas unidas a transmembrana o membrana de los polipéptidos MK61, los fragmentos preferidos
incluyen formas tales como aquellas que carecen de una regién de unién transmembrana o membrana.

En las formas de realizacion preferidas, los truncamientos comprenden aproximadamente 10 aminodcidos, o apro-
ximadamente 20 amino4cidos, o aproximadamente 50 aminoécidos, o aproximadamente 75 aminodcidos, o aproxima-
damente 100 aminodcidos, o mds de aproximadamente 100 aminoécidos. Los fragmentos de polipéptido producidos
de esta manera comprenderan aproximadamente 25 aminodcidos contiguos, o aproximadamente 50 aminoacidos, o
aproximadamente 75 aminodcidos, o aproximadamente 100 aminoacidos, o aproximadamente 150 aminodcidos, o
aproximadamente 200 amino4cidos. Dichos fragmentos del polipéptido MK61 pueden comprender opcionalmente un
residuo de metionina amino terminal. Se apreciard que se pueden usar dichos fragmentos, por ejemplo, para generar
anticuerpos de los polipéptidos MK61.

El término “polipéptido de fusién de MK61” se refiere a una fusiéon de uno o mas aminoécidos (tales como un
péptido o polipéptido heter6logo) en los términos amino o carboxilo del polipéptido que se define en la SEC DE ID:
2, SECDEID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14,
o SEC DE ID N°: 16, las variantes alélicas del polipéptido MK®61, los ort6logos del polipéptido MK61, las variantes
de corte y empalme del polipéptido MK61, o las variantes del polipéptido MK61 que tienen una o mas delecciones,
sustituciones o adiciones internas de aminodcidos en comparacion con la secuencia del polipéptido MK61 que se
define en la SEC DE ID: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: §, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID
N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N*: 16.

El término “ort6logo del polipéptido MK61” se refiere a un polipéptido procedente de otra especie que corresponde
a una secuencia de aminodcidos del polipéptido MK61 que se define en la SEC DE ID: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE
ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16. Por
ejemplo, los polipéptidos MK61 de ratéon y humano se consideran ort6logos entre si.

El término “variante de corte y empalme del polipéptido MK61” se refiere a una molécula de acido nucleico, nor-
malmente ARN, que se genera mediante el procesamiento alternativo de secuencias intrén en un transcripto primario
de ARN que contiene la regién de codificacion no contigua de la secuencia de aminodcidos del polipéptido MK61 que
se define en la SEC DE ID: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE
ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N*: 16.

El término “variantes del polipéptido MK61” se refiere a los polipéptidos MK61 que comprenden secuencias
de aminodcidos que tienen una o mds sustituciones, delecciones (tal como delecciones internas y/o fragmentos del
polipéptido MK61), y/o adiciones (tales como adiciones internas y/o polipéptidos de fusion de MK61) de aminoacidos
en comparacién con las secuencias del polipéptido MK61 que se define en la SEC DE ID: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC
DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16
(con o sin una secuencia lider). Se pueden producir las variantes naturalmente (por ejemplo, las variantes alélicas del
polipéptido MK61, los ortélogos del polipéptido MK61, y las variantes de corte y empalme del polipéptido MK61) o se
pueden construir artificialmente. Se pueden preparar dichas variantes del polipéptido MK61 a partir de las moléculas
de 4cido nucleico correspondientes que tienen una secuencia de ADN que varia de acuerdo con la secuencia que se
define en la SEC DE ID N°: 1, SEC DE ID N°: 3, SEC DE ID N°: 5, SEC DE ID N° 7, SEC DE ID N°: 9, SEC DE ID
N°: 11, SEC DE ID N°: 13, o SEC DE ID N°: 15. En las formas de realizacion preferidas, las variantes tienen entre 1
y3,0entre l y5,oentre 1 y 10,0entre 1 y 15, oentre 1 y 20, o entre 1 y 25, o entre 1 y 50, o entre 1 y 75, o entre 1
y 100, o mas de 100 sustituciones, inserciones, adiciones y/o delecciones de aminodcidos, en las que las sustituciones
pueden ser conservativas, 0 no conservativas, o cualquier combinacion de las mismas.

El término “antigeno” se refiere a una molécula o una porcién de una molécula capaz de unirse mediante un agente

de unién selectiva, tal como un anticuerpo, y adicionalmente capaz de usarse en un animal para producir anticuerpos
capaces de unirse a un epitopo de cada antigeno. Un antigeno puede tener uno o mas epitopos.
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El término “polipéptidos MK61 biolégicamente activos” se refiere a los polipéptidos MK61 que tienen al menos
una caracteristica de actividad del polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC DE ID: 2, SEC
DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC
DE ID N°: 16.

Los términos “cantidad eficaz” y “cantidad terapéuticamente eficaz” se refieren cada uno a la cantidad de polipép-
tido MK61 o molécula de acido nucleico de MK61 usada para soportar un nivel observable de una o méas actividades
biolégicas de los polipéptidos MK61 que se definen en el presente documento.

El término “vectores de expresion” se refiere a un vector que es adecuado para uso en una célula huésped y contiene
secuencias de dcido nucleico que dirigen y/o controlan la expresion de las secuencias de 4cido nucleico heterdlogas.
La expresion incluye, pero no se limita a, procesos tales como la transcripcion, traduccidn, y corte y empalme del
ARN, si estdn presentes intrones.

El término “célula huésped” se usa para referirse a una célula que se ha transformado, o es capaz de transformarse
con una secuencia de dcido nucleico y a continuacién expresar un gen seleccionado de interés. El término incluye la
progenie de la célula parental, si la progenie es o no idéntica en morfologia o en la apariencia genética al original
parental, siempre que esté presente el gen seleccionado.

El término “identidad” tal como se conoce en la técnica se refiere a una relacion entre las secuencias de dos o
mds moléculas de polipéptidos o dos 0 mds moléculas de dcidos nucleicos, tal como se determina comparando las
secuencias. En la técnica, “identidad” también significa el grado de parecido en la secuencia entre las moléculas de
acidos nucleicos y los polipéptidos, como el caso puede ser, tal como se determina por el emparejamiento entre cadenas
de dos 0 mds nucleétidos o dos o mas secuencias de aminodcidos. “Identidad” mide el porcentaje de emparejamientos
idénticos entre la mas pequefias de las dos o mas secuencias con el alineamiento de huecos (si cabe) resuelto mediante
un modelo matemético o programa informdtico concreto (es decir, “algoritmos”).

El término “similitud” es un concepto relacionado pero, a diferencia de “identidad”, se refiere a una medida de la
similitud que incluye tanto los emparejamientos idénticos como los emparejamientos con sustituciones conservativas.
Si dos secuencias de polipéptidos tienen, por ejemplo, 10/20 aminodcidos idénticos, y el resto son todas sustituciones
no conservativas, entonces el porcentaje de identidad y similitud de ambas podria ser el 50%. Si, en el mismo ejemplo,
existen cinco posiciones mds en las que las sustituciones son conservativas, entonces el porcentaje de identidad sigue
siendo del 50%, pero el porcentaje de similitud serfa del 75% (15/20). Por tanto, en los casos en los que las sustitu-
ciones son conservativas, el grado de porcentaje de similitud entre dos polipéptidos serd mayor que el porcentaje de
identidad entre aquellos dos polipéptidos.

El término “molécula de dcido nucleico aislada” se refiere a una molécula de dcido nucleico de la invencién que (1)
se ha separado de al menos aproximadamente un 50 por ciento de proteinas, lipidos, carbohidratos u otros materiales
con los que se encuentra naturalmente cuando el ADN total se afsla de las células fuente, (2) no se une a todo o
a una porcién de un polinucleétido al cual se une la “molécula de dcido nucleico aislada” en la naturaleza, (3) se
une de manera operable a un polinucle6tido que no se une en la naturaleza, o (4) no se produce en la naturaleza
como parte de una secuencia de polinucleétido mas grande. Preferiblemente, la molécula de 4cido nucleico aislada
de la presente invencion estd sustancialmente libre de cualquier otra(s) molécula(s) de 4cido nucleico contaminante u
otros contaminantes que se encuentran en su entorno natural que podrian interferir con su uso en la produccion del
polipéptido o su uso terapéutico, diagndstico, profilactico o de investigacion.

El término “polipéptido aislado” se refiere a un polipéptido de la presente invencidn que (1) se ha separado de
al menos el 50% de polinucleétidos, lipidos, carbohidratos u otros materiales con los que se encuentra naturalmente
cuando se afsla de la célula fuente, (2) no se une (mediante interaccion covalente o no covalente) a todo o a una porcién
de un polipéptido al cual el “polipéptido aislado” se une en la naturaleza, (3) se une de manera operable (mediante
interaccién covalente o no covalente) a un polipéptido con el cual no se une en la naturaleza, o (4) no se produce en
la naturaleza. Preferiblemente, el polipéptido aislado estd sustancialmente libre de otro cualquier polipéptido conta-
minante u otros contaminantes que se encuentran en su entorno natural que podrian interferir con su uso terapéutico,
diagndstico, profildctico o de investigacion.

El término “polipéptido MK61 maduro” se refiere a un polipéptido MK61 que carece de una secuencia lider. Un
polipéptido MK61 maduro puede incluir también otras modificaciones tales como el procesamiento proteolitico del
término amino (con o sin una secuencia lider) y/o el término carboxilo, la rotura de un polipéptido mds pequefio
procedente de un precursor mds grande, la glicosilacién unida a N y/o unida a O, y similar.

Un polipéptido MK61 maduro a modo de ejemplo estd representado graficamente por 24 restos de aminodcidos
a 355 restos de aminoécidos de la SEC DE ID N°: 2; por 24 restos de aminodcidos a 85 restos de aminodcidos de la
SEC DE ID N°: 4; por 24 restos de aminodcidos a 136 restos de aminodcidos de la SEC DE ID N°: 6; por 24 restos
de aminodcidos a 187 restos de aminodcidos de la SEC DE ID N°: 8; por 24 restos de aminodcidos a 71 restos de
aminodcidos de la SEC DE ID N°: 10; por 24 restos de aminodcidos a 167 restos de aminoacidos de la SEC DE ID N°:
12; por 22 restos de aminodcidos a 345 restos de aminoacidos de la SEC DE ID N°: 14; y por 22 restos de aminoacidos
a 404 restos de aminoécidos de la SEC DE ID N°: 16.
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Los términos “secuencia de acido nucleico” o “molécula de acido nucleico” se refieren a una secuencia de ADN
o ARN. Los términos abarcan las moléculas formadas a partir de cualquiera de las bases andlogas conocidas de ADN
y ARN tales como, pero sin limitarse a 4-acetilcitosina, 8-hidroxi-N6-metiladenina, aziridinil-citosina, pesudoisoci-
tosina, 5-(carboxihidroximetil)uracilo, 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouracilo, 5-car-
boxi.metilaminometiluracilo, dihidrouracilo, inosina, N6-iso-penteniladenina, 1-metiladenina, 1-metilpseudouracilo,
1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-dimetil-guanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosi-
na, N6-metiladenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiamino-metil-2-tiouracilo, beta-D-manosil-
queosina, 5’-metoxi-carbonil-metiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, éster metilico del 4cido
uracil-5-oxiacético, 4cido uracil-5-oxiacético, oxibutosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouraci-
lo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, éster metilico del 4cido N-uracil-5-oxiacético, acido uracil-5-oxiacético,
pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, y 2,6-diaminopurina.

El término “que se produce naturalmente” o “nativo” cuando se usa en relacién con materiales biolégicos tales
como moléculas de dcido nucleico, polipéptidos, células huésped, y similares, se refiere a los materiales que se en-
cuentran en la naturaleza y que no estdn manipulados por el hombre. Similarmente, “que no se produce naturalmente”
0 “no nativo” tal como se usa en el presente documento se refiere a un material que no se encuentra en la naturaleza o
que se ha modificado o sintetizado estructuralmente por el hombre.

El término “unido de manera operable” se usa en el presente documento para referirse a un procedimiento para
flanquear secuencias en el que las secuencias que flanquean asi descritas se configuran o ensamblan con el fin de llevar
a cabo su funcién usual. De esta manera, una secuencia que flanquea unida de manera operable a una secuencia de co-
dificacion puede ser capaz de efectuar la replicacion, la transcripcidn y/o la traduccién de la secuencia de codificacion.
Por ejemplo, una secuencia de codificacion se une de manera operable a un promotor cuando el promotor es capaz
de dirigir la transcripcion de esta secuencia de codificacién. Una secuencia que flanquea no necesita ser contigua a la
secuencia de codificacién, siempre que funcione correctamente. De esta manera, por ejemplo, pueden estar presente
secuencias ya transcritas no traducidas entre una secuencia promotora y la secuencia de codificacién, y la secuencia
promotora puede considerarse todavia “unida de manera operable” a la secuencia de codificacion.

Los términos “vehiculo farmacéuticamente aceptable” o “vehiculo fisiol6gicamente aceptable” tal como se usan
en el presente documento se refieren a uno o mas materiales de formulacién adecuados para llevar a cabo o potenciar
la administracién del polipéptido Mk61, la molécula de dcido nucleico de MK61 o el agente de unién selectiva de
MKG61 en forma de composicién farmacéutica.

El término “agente de unidn selectiva” se refiere a una molécula o moléculas que tienen especificidad por un
polipéptido MK61. Tal como se usa en el presente documento, los términos “especifico” y “especificidad” se refieren
a la capacidad de los agentes de unién selectiva de unirse a polipéptidos MK61 humanos y no unirse a polipéptidos
MKG61 no humanos. Se apreciard, sin embargo, que los agentes de unién selectiva pueden unirse también a los ortélogos
del polipéptido que se define en la SEC DE ID: 2, SEC DE ID N° 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: §, SEC DE
ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16, esto es, versiones interespecies de la misma,
tal como los polipéptidos de ratén y rata.

El término “transduccién” se usa para referirse a la transferencia de 4cidos nucleicos desde una bacteria a otra,
normalmente mediante un fago. “Transduccién” se refiere también a la adquisicién y transferencia de secuencias
celulares eucariotas mediante retrovirus.

El término “transfeccién” se usa para referirse a la captacién de ADN extrafio o exdgeno por una célula, y una
célula se ha transfectado cuando el ADN exdgeno se ha introducido en el interior de la membrana celular. Se conocen
bien en la técnica numerosas técnicas de transfeccidn y se describen en el presente documento. Véanse, por ejemplo,
Graham y col., Virology, 52: 456 (1973); Sambrook y col., Molecular Cloning, a Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratories, New York, (1989); Davis y col., Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier, (1986); and Chu
y col., Gene, 13: 197 (1981). Se pueden usar dichas técnicas para introducir uno o mas restos de AND exd6geno en las
células huésped adecuadas.

El término “transformacién”, tal como se usa en el presente documento se refiere a un cambio en las caracteristicas
genéticas de las células, y una célula se ha transformado cuando se ha modificado para contener ADN nuevo. Por
ejemplo, una célula se transforma cuando se modifica genéticamente a partir de su estado nativo. Tras la transfeccién
o traduccién, el ADN transformante puede recombinar con el de la célula integrandose fisicamente en un cromosoma
de la célula, éste se puede mantener transitoriamente como un elemento episomal sin replicarse, o se puede replicar
independientemente como un pldsmido. Se considera que una célula se ha transformado de manera estable cuando
el ADN se replica con la divisién de la célula, El término “vector” se usa para referirse a cualquier molécula (por
ejemplo, 4cido nucleico, plasmido o virus) usada para transferir informacién de la codificacién en una célula huésped.

Conexion de las moléculas de dcido nucleico y/o lo polipéptidos

Se entiende que las moléculas de dcido nucleico relacionadas incluyen variantes alélicas o de corte y empalme de la
molécula de 4cido nucleico de la SEC DE ID N°: 1, SEC DE ID N°: 3, SEC DE ID N°: 5, SEC DE ID N° 7, SEC DE ID
N°: 9, SECDE ID N° 11, SEC DE ID N° 13, o SEC DE ID N°: 15, e incluyen secuencias que son complementarias
con cualquiera de las secuencias de nucledtidos anteriores. Las moléculas de acido nucleico relacionadas incluyen
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también una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que comprende o estd constituido esencialmente
por una sustitucioén, modificacién, adicion y/o deleccién de uno o mds restos de aminodcidos en comparacién con el
polipéptido en la SEC DE ID: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE
ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16.

Los fragmentos incluyen moléculas que codifican un polipéptido de al menos aproximadamente 25 restos de ami-
noécidos, o aproximadamente 50, o aproximadamente 75, o aproximadamente 100, o mas de aproximadamente 100,
restos de aminodcidos del polipéptido de la SEC DE ID N°: 2.

Ademads, las moléculas de acido nucleico de MK61 relacionadas incluyen moléculas preferidas que comprenden
secuencias de nucledtidos que hibridan bajo condiciones moderadamente o muy restrictivas tal como se define en el
presente documento con la secuencia complementaria completa de la molécula de 4cido nucleico de la SEC DE ID
N°: 1, SEC DE ID N°: 3, SEC DE ID N°: 5, SEC DE ID N° 7, SEC DE ID N°: 9, SEC DE ID N°: 11, SEC DE ID N*:
13, o SEC DE ID N°: 15, o de una molécula que codifica un polipéptido, cuyo polipéptido comprende la secuencia
de amino4cidos que se define en la SEC DE ID: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE
ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16, o de un fragmento de 4cido nucleico que
se define en el presente documento, o de un fragmento de dcido nucleico que codifica un polipéptido que se define
en el presente documento. Se pueden preparar sondas de hibridacién usando las secuencias de MK61 proporcionadas
en el presente documento para seleccionar el ADNc, las bibliotecas de ADN gendémico o sintético de las secuencias
relacionadas. Las regiones del ADN y/o la secuencia de aminodcidos del polipéptido MK61 que presentan identidad
significativa con las secuencias conocidas se determinan ficilmente usando los algoritmos de alineacién de secuencias
que se describen en el presente documento, y se pueden usar aquellas regiones para disefiar sondas para el rastreo.

El término “condiciones muy restrictivas” se refiere a aquellas condiciones que se disefian para permitir la hibri-
dacién de las cadenas de ADN cuyas secuencias son muy complementarias, y para excluir la hibridacién de ADN
significativamente desemparejados. La restriccidn de la hibridacién se determina principalmente mediante la tempe-
ratura, la fuerza iénica y la concentracién de los agentes desnaturalizantes tales como formamida. Los ejemplos de
“condiciones muy restrictivas” para la hibridacién y el lavado son cloruro de sodio 0,015 M, citrato de sodio 0,0015
M a 65-68°C o cloruro de sodio 0,015 M, citrato de sodio 0,0015 M, y formamida al 50% a 42°C. Véanse Sambrook,
Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2* Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, N.Y. (1989) y Anderson y col., Nucleic Acid Hybridization: a practical approach, Ch. 4, IRL Press Limited,
Oxford, Inglaterra (1985).

Se pueden usar también condiciones mds restrictivas (tales como temperatura mds elevada, fuerza iénica menor,
mads formamida, u otro agente desnaturalizante); sin embargo, se afectard el grado de hibridacién. Se pueden incluir
otros agentes en los tampones de hibridacién y lavado con el objetivo de reducir la hibridacién no especifica y/o de
fondo. Los ejemplos son, albimina de suero bovino al 0,1%, polivinil pirrolidona al 0,1%, pirofosfato de sodio al
0,1%, Dodecil sulfato de sodio al 0,1% (NaDodSO, o SDS) ficol, solucién de Denhardt, ADN de esperma de salmén
sonicado (u otro ADN no complementario), y sulfato de dextrano, aunque se pueden usar también otros agentes
adecuados. Se pueden cambiar la concentracién y tipos de estos aditivos sin afectar sustancialmente la restriccion de
las condiciones de hibridacion. Se llevan a cabo normalmente experimentos de hibridacién a pH 6,8-7,4; sin embargo,
a condiciones de fuerza iénica normales, la velocidad de hibridacién es casi independiente del pH. Véase Anderson y
col., Nucleic Acid Hybridization: a Practical Approach, Ch. 4, IRL. Press Limited, Oxford, Inglaterra (1985).

Los factores que afectan la estabilidad de un diplex de AND incluyen la composicién base, la longitud, y el grado
de desapareamiento del par de bases. Una persona experta en la técnica puede ajustar las condiciones de hibridacién
con el fin de acomodar estas variables y permitir a los ADN de diferentes secuencias conectadas formar hibridos.
Se puede estimar la temperatura de fusién de un diplex de ADN perfectamente emparejado mediante la siguiente
ecuacion:

T, (°C) =81,5 + 16,6 (log[Na]) + 0,41 (% de G+C)-600/N - 0,72 (% de formamida)

en la que N es la longitud del diplex formado en los nucleétidos, [Na*] es la concentracién molar del i6n de sodio
en la solucién de hibridacién o lavado, y % de G+C es el porcentaje de las bases (guanina + citosina) en el hibrido.
Para hibridos imperfectamente emparejados, la temperatura de fusién se reduce aproximadamente 1°C por cada 1%
desemparejado.

El término “condiciones moderadamente restrictivas™ se refiere a condiciones en las que un diplex de ADN con
un grado mayor de desapareamiento de los pares de bases del que podria producirse en “condiciones muy restrictivas”
es capaz de formar. Los ejemplos de “condiciones moderadamente restrictivas” tipicos son cloruro de sodio 0,015 M,
citrato de sodio 0,0015 M a 50-65°C o cloruro de sodio 0,015 M, citrato de sodio 0,0015 M, y formamida al 20% a 37-
50°C. Por medio de ejemplo, una condicién “moderadamente restrictiva” de 50°C en i6n de sodio 0,015 M permitira
aproximadamente un 21% de desapareamiento.

La persona experta en la técnica apreciard que no existe distincién absoluta entre las condiciones “muy” y “mode-
radamente restrictivas”. Por ejemplo, a i6n sodio 0,015 M (sin formamida), la temperatura de fusién del ADN largo
perfectamente emparejado es aproximadamente de 71°C. Con un lavado a 65°C (a la misma fuerza i6nica), esto podria
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permitir un desapareamiento del 6%. Para capturar mds secuencias lejanamente relacionadas, una persona experta en
la técnica puede simplemente disminuir la temperatura o aumentar la fuerza iénica.

Se proporciona una buena estimacion de la temperatura de fusién en NaCl* 1 M para las sondas de oligonucledtidos
de hasta aproximadamente 20 nucleétidos por:

Tm = 2°C por par de bases A-T + 4°C por par de bases G-C

* La concentracidén del i6n sodio en sal de citrato de sodio 6X (SSC) es 1 M. Véase Suggs y col., Developmental
Biology Using Purified Genes, p. 683, Brown and Fox (eds.) (1981).

Las condiciones de lavado con restriccion elevada de los oligonucleétidos son normalmente a una temperatura de
0-5°C por debajo de 1a Tm del oligonucleétido en SSC 6x , SDS al 0,1% para los oligonucleétidos més largos.

En otra forma de realizacién, las moléculas de acidos nucleicos relacionadas comprenden o estdn constituidas por
una secuencia de nucleétidos que es aproximadamente un 70 por ciento (70%) idéntica a la secuencia de nucleétidos
que se define en la SEC DE ID N°: 1, SEC DE ID N°: 3, SEC DEID N*: 5, SEC DE ID N° 7, SEC DE ID N°: 9, SEC DE
ID N°: 11, SEC DE ID N°: 13, o SEC DE ID N°: 15, o comprende o estd constituida esencialmente por una secuencia
de nucleétidos que codifica un polipéptido que es aproximadamente un 70 por ciento (70%) idéntico al polipéptido
que se define en la SEC DE ID: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8§, SEC DE ID N°: 10, SEC
DE ID N° 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16. En las formas de realizacion preferidas, las secuencias de
nucleétidos son aproximadamente el 75 por ciento, o aproximadamente el 80 por ciento, o aproximadamente el 85
por ciento, o aproximadamente el 90 por ciento, o aproximadamente el 95, 96, 97, 98, 6 99 por ciento idénticas a la
secuencia de nucledtidos que se define en la SEC DE ID N°; 1, o la secuencia de nucleétidos codifica un polipéptido
que es aproximadamente el 75 por ciento, o aproximadamente el 80 por ciento, o aproximadamente el 85 por ciento, o
aproximadamente el 90 por ciento, o aproximadamente el 95, 96, 97, 98, 6 99 idéntica a la secuencia del polipéptido
que se define en la SEC DE ID: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC
DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N*: 16.

Las diferencias en la secuencia de dcido nucleico pueden dar como resultado modificaciones conservativas y/o no
conservativas de la secuencia de aminodcidos en relacion con la secuencia de aminoacidos de la SEC DE ID: 2, SEC
DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC
DE ID N°: 16.

Las modificaciones conservativas en la secuencia de aminoacidos de la SEC DE ID: 2, SEC DE ID N° 4, SEC
DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N° 10, SEC DE ID N° 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16
(y que corresponden a las modificaciones en los nucledtidos que codifican) produciran polipéptidos MK61 que tienen
caracteristicas funcionales y quimicas similares a aquellas de un polipéptido MK61 que se produce naturalmente. Por
el contrario, se pueden llevar a cabo modificaciones sustanciales en las caracteristicas funcionales y/o quimicas de
los polipéptidos MK61 seleccionando las sustituciones en la secuencia de aminoécidos de la SEC DE ID: 2, SEC DE
ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N° 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC
DE ID N° 16 que difieren significativamente en su efecto sobre el mantenimiento (a) de la estructura del esqueleto
molecular en el drea de la sustitucidn, por ejemplo, una conformacion en ldmina o hélice, (b) la carga de hidrofobia de
la molécula en el emplazamiento diana, o (c) el volumen de la cadena secundaria.

Por ejemplo, una “sustitucion conservativa de aminodcidos” puede implicar una sustitucion de un residuo de ami-
nodcidos natural con un residuo no natural, de tal manera que existe poco o ningin efecto sobre la polaridad o la carga
del residuo de aminodcidos en la posicién. Ademads, cualquier residuo natural en el polipéptido se puede sustituir
también con alanina, como se ha descrito anteriormente para la “mutagénesis con escaneo de alanina”.

Las sustituciones conservativas de aminodcidos abarcan también los restos de aminodcidos que no se producen
naturalmente que se incorporan normalmente mediante sintesis quimica de péptidos mas bien que mediante sintesis
en sistemas bioldgicos. Estos incluyen los péptidomiméticos y otras formas inversas o invertidas de los restos de
aminodcidos.

Los restos que se producen naturalmente se pueden dividir en clases basadas en las propiedades comunes de las
cadenas secundarias:

1) hidréfobos. Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, Ile;

2) hidroéfilos neutros, Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;

3) acidos, Asp, Glu;

4) basicos. His, Lys, Arg;

5) restos que influencian la orientacion de la cadena. Gly, Pro; y
6) Aromaticos: Trp, Tyr, Phe.
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Por ejemplo, las sustituciones no conservativas pueden implicar el intercambio de un miembro de una de estas
clases por un miembro de otra clase. Dichos restos sustituidos se pueden introducir en las regiones del polipéptido
MKG61 humano que son homdélogas, o de manera similar, con los ort6logos no humanos del polipéptido MK61, o en
las regiones no homdlogas de la molécula.

En la fabricacion de dichos cambios, se puede considerar el indice hidropético de los aminoacidos. Se ha asignado a
cada aminodcido un indice hidropético en funcion de sus caracteristicas de hidrofobia y carga. Son: isoleucina (+ 4,5);
valina (+ 4,2); leucina (+ 3,8), fenilalanina (+ 2,8); cisteina/cistina (+ 2,5); metionina (+ 1,9); alanina (+ 1,8), glicina
(- 0,4); treonina (- 0,7), serina (- 0,8), triptéfano (- 0,9); tirosina (- 1,3); prolina (- 1,6); histidina (- 3,2); glutamato
(- 3,5); glutamina (- 3,5); aspartato (- 3,5); asparagina (- 3,5); lisina (- 3,9); y arginina (- 4,5).

Se entiende en la técnica la importancia del indice hidropatico de los aminoécidos para conferir funcién interactiva
biolégica a una protefna. Kyte y col., J. Mol. Biol., 157: 105-131 (1982). Se sabe que algunos aminoécidos se pueden
sustituir por otros aminodcidos que tienen indice o puntuacién hidropdtica similar y retendrdn atin una actividad
biolégica similar. En la fabricaciéon de los cambios basados en el indice hidropdtico, se prefiere la sustitucion de
aminodcidos cuyos indices hidropaticos estdn comprendidos dentro de + 2, se prefieren particularmente aquellos que
estdn comprendidos dentro de + 1, y son incluso mds particularmente preferidos aquellos que estdn comprendidos
dentro de + 0,5.

Se entiende también en la técnica que se puede realizar eficazmente la sustitucion de aminodcidos similares en
funcién de la hidrofobia, concretamente cuando se pretende crear por tanto la proteina o el péptido equivalente bio-
l6gicamente funcional, en parte, para uso en las formas de realizacién inmunolégicas, como en el presente caso. La
hidrofilia promedio local més alta de una proteina, que estd gobernada por la hidrofilia de sus aminoécidos adyacentes,
se correlaciona con su inmunogenia y antigenia, es decir, con una propiedad bioldgica de la proteina.

Se han asignado los siguientes valores de hidrofilia a estos restos de aminoacidos. Arginina (+ 3,0); lisina (+ 3,0);
aspartato (+ 3,0 + 1); glutamato (+ 3,0 = 1); serina (+ 0,3); asparagina (+ 0,2); glutamina (+ 0,2); glicina (0); treonina (-
0,4); prolina (- 0,5 + 1); alanina (- 0,5); histidina (- 0,5), cisteina (- 1,0); metionina (- 1,3); valina (- 1,5); leucina (- 1,8),
isoleucina (- 1,8), tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5) y tript6fano (- 3,4). En la realizacién de los cambios basados en
valores similares de hidrofilia, se prefiere la sustitucién de aminodcidos cuyos valores de hidrofilia estin comprendidos
dentro de =+ 2, se prefieren particularmente aquellos que estdn comprendidos dentro de =+ 1, e incluso se prefieren mas
particularmente aquellos que estdn comprendidos dentro de + 0,5. Se pueden identificar también los epitopos de las
secuencias de aminodcidos primarias en funcidn de la hidrofilia. Estas regiones se denominan también como “regiones
nucleo epitdpicas”. La persona experta en la técnica puede determinar las sustituciones de aminodcidos deseadas (tanto
conservativas como no conservativas) en el momento en el que se desean dichas sustituciones. Por ejemplo, se pueden
usar las sustituciones de aminoécidos para identificar restos importantes del polipéptido MK61, o para aumentar o
disminuir la afinidad de los polipéptidos MK61 por sus sustratos, descritos en el presente documento.

En la Tabla I se muestran las sustituciones de aminodcidos a modo de ejemplo.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA I
Sustituciones de aminoacidos
Restos originales Sustituciones a modo de ejemplo Sustituciones preferidas
Ala Vval, Leu, lle Val
Arg Lys, GiIn, Asn Lys
B Asn B Gin Gin
Asp | Glu Glu
Cys Ser, Ala Ser
Gin Asn Asn
Glu Asp Asp
Gly Pro, Ala Ala
His Asn, GIn, Lys, Arg Arg
lie Leu, Val, Met, Ala, Phe, Norleucina Leu
Leu Norleucina, lie, Val, Met, Ala, Phe lle
Lys Arg, Acido 1,4 diaminobutirico, Gin, Asn Arg
Met Leu, Phe, lle Leu
Phe Leu, Val, lle, Ala, Tyr Leu
Pro Ala Gly
Ser Thr, Ala, Cys Thr
Thr Ser Ser
Trp Tyr, Phe Tyr
Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val lie, Met, Leu, Phe, Ala, Norleucina Leu

Un técnico experto serd capaz de determinar las variantes adecuadas del polipéptido que se define en la SEC DE
ID N°: 2 usando técnicas bien conocidas. Para identificar las dreas adecuadas de la molécula que se pueden cambiar
sin destruir la actividad, una persona experta en la técnica puede dirigirse a las dreas que no cree que sean importantes
para la actividad. Por ejemplo, cuando se conocen polipéptidos similares con actividades similares de la misma especie
o de otras especies, una persona experta en la técnica puede comparar la secuencia de aminodcidos del polipéptido
MKG61 con dichos polipéptidos similares. Con dicha comparacién, se pueden identificar los restos y porciones de las
moléculas que se conservan entre polipéptidos similares. Se apreciard seria menos probable que los cambios en las
areas de un polipéptido MK61 que no se conservasen respecto de dichos polipéptido similares afectaran adversamente
la actividad bioldgica y/o la estructura del polipéptido MK61. Una persona experta en la técnica podria saber también
que, incluso en las regiones relativamente conservadas, se pueden sustituir quimicamente los aminoédcidos similares
por los restos que se producen naturalmente reteniendo al mismo tiempo la actividad (sustituciones conservativas
de los aminoécidos). Por tanto, incluso las dreas que pueden ser importantes para la actividad biolégica o para la
estructura pueden estar sujetas a las sustituciones conservativas de los aminodcidos sin destruir la actividad biolégica
o sin afectar adversamente la estructura del polipéptido.

Adicionalmente, una persona experta en la técnica puede revisar los estudios de estructura-funcién identificando los
restos en polipéptidos similares que son importantes para la actividad o la estructura. A la vista de dicha comparacion,
se puede predecir la importancia de los restos de aminoécidos en un polipéptido MK61 que corresponden a los restos
de aminodcidos que son importantes para la actividad o estructura en polipéptidos similares, una persona experta en
la técnica puede optar por sustituciones de aminodcidos quimicamente similares para dichos restos de aminodcidos
importantes predichos de los polipéptidos MK61.
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Una persona experta en la técnica puede analizar también la estructura tridimensional y la secuencia de aminoa-
cidos en relacion con esta estructura en polipéptidos similares. A la vista de dicha informacién, una persona experta
en la técnica puede predecir la alineacién de los restos de aminodcidos de un polipéptido Mk61 con respecto a su
estructura tridimensional. Una persona experta en la técnica puede elegir no hacer cambios radicales en los restos de
aminodcidos predichos que estdn en la superficie de la proteina, debido a que dichos restos pueden estar implicados en
importantes interacciones con otras moléculas. Ademds, una persona experta en la técnica puede generar variantes de
ensayo que contengan una Unica sustituciéon de aminodcido en cada residuo de aminodcido deseado. Se pueden selec-
cionar a continuacién las variantes usando ensayos de actividad conocidos por las personas expertas en la técnica. Se
deberfan usar dichas variantes para reunir informacién acerca de las variantes adecuadas. Por ejemplo, si se descubre
que un cambio en un residuo de aminoécido concreto da como resultado la destruccién, la reduccion indeseable o una
actividad inadecuada, deberian evitarse las variantes con dicho cambio. En otras palabras, basdndose en la informacién
reunida procedente de dichos experimentos rutinarios, una persona experta en la técnica puede determinar facilmente
los aminodcidos en los que deberian evitarse las sustituciones adicionales tanto solo como en combinacién con otras
mutaciones.

Se pueden determinar los andlogos del polipéptido MK61 de la invencién comparando la secuencia de aminoécidos
de los polipéptidos MK61 con los miembros de la familia relacionados. Los miembros de la familia relacionados con
el polipéptido MK61 a modo de ejemplo pueden incluir, pero no se limitan a, los miembros de la familia del receptor
de TNF tales como Mrank (SEC DE ID N°: 17), los miembros de la familia del receptor del ligando de Fas tales como
Mfasr (SEC DE ID N°: 18) y los miembros de la familia del receptor de la linfotoxina-beta tales como TNFrc (SEC DE
ID N°: 19). Se puede llevar a cabo esta comparacién usando una alineacién Pileup (Wisconsin GCG Program Package,
ver. 8.1, que se muestra en las Figuras 10, 11 y 12) o una comparacién equivalente (solapamiento) con multiples
miembros de la familia comprendidos dentro de las regiones conservada y no conservada. Tal como se muestra en las
Figuras 10-12, la secuencia de aminodcidos predicha de un polipéptido MK61 (SEC DE ID N°: 14) se alinea con la
secuencia de aminoacidos de Mrank (SEC DE ID N°: 17), Mfsar (SEC DE ID N°: 18) y Tnfrc/SEC DE ID N°: 19),
respectivamente.

Las personas expertas en la técnica pueden identificar otros andlogos del polipéptido MK61 usando estos y otros
procedimientos. Estas secuencias de solapamiento proporcionan una directriz para las sustituciones de aminodcidos
conservativas y no conservativas dando como resultado andlogos de MK61 adicionales. Se apreciard que estas sustitu-
ciones de aminoécidos pueden estar constituidas por aminodcidos que se producen naturalmente o que no se producen
naturalmente. Por ejemplo, las alineaciones representadas graficamente en las Figuras 10-12 indican andlogos de
MKG61 potenciales que pueden tener el residuo de Cys en la posicién 38, 39, 6 51 de las SEC DE ID N*: 2, 4, 6, 8,
10 y 12 sustituido con un residuo de Ser o Ala; el residuo de Cys en la posicién 60 6 76 de las SEC DE ID N*: 2 y
6 sustituido con un residuo de Ser o Ala; el residuo de Cys en la posicion 41, 42, 54, 63 6 79 de las SEC DE ID N*
14 y 16 sustituido con un residuo de Ser o Ala; el residuo de leu en la posicién 171 6 172 de las SEC DE ID N*: 2
sustituido con un residuo de norleucina, Ile, Val, Met, Ala o Phe; y el residuo de Gly en la posicion 141 de la SEC DE
ID N°: 14 6 16 sustituido con un residuo de Pro o Ala.

Numerosas publicaciones cientificas se han dedicado a la prediccién de la estructura secundaria. Véanse Moult
J., Curr. Op. in Biotech., 7(4): 422-427 (1996), Chou y col., Biochemistry, 13(2): 222-245 (1974); Chou y col., Bio-
chemistry, 113 (2): 211-222 (1974); Chou y col., Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol., 47: 45-148 (1978); Chou y
col., Ann. Rev. Biochem., 47: 251-276 and Chou y col., Biophys. J., 26: 367-384 (1979). Ademads, estdn disponibles
actualmente programas informadticos para ayudar en la prediccién de la estructura secundaria. Un procedimiento para
predecir la estructura secundaria se basa en la modelacién de la homologia. Por ejemplo, dos polipéptidos o protei-
nas que tienen una identidad de la secuencia mayor de un 30%, o similarmente mayor de un 40% tienen a menudo
topologias estructurales similares: El reciente crecimiento de las bases de datos estructurales de proteinas (PDB) ha
proporcionado una mejora de la predictibilidad de la estructura secundaria, incluyendo el nimero potencial de pliegues
dentro de una estructura de polipéptido o proteina. Véase Holm y col., Nucl. Acid. Res., 27(1): 244-247 (1999). Se
ha sugerido (Brenner y col., Curr. Op. Struct. Biol., 7(3): 369-376 (1997)) que existen un nimero limitado de plie-
gues en polipéptido o proteina dado y que una vez que se han resuelto un niimero critico de estructuras, la prediccién
estructural serd mucho mads precisa.

Los procedimientos adicionales para predecir la estructura secundaria incluyen el “enhebrado” (Jones, D., Curr.
Opin. Struct. Biol., 7(3): 377-87 (1997); Sippl y col., Structure, 4(1): 15-19 (1996)), el “anélisis del perfil” (Bowie y
col., Science, 253: 164-170 (1991); Gribskov y col., Meth. Enzym., 183: 146-159 (1990); Gribskov y col., Proc. Nat.
Acad. Sci., 84(13): 4355-4358 (1987)), y el “enlace evolucionario” (Véase Holm, mds arriba (1999), y Brenner, mds
arriba (1997)).

Las variantes preferidas del polipéptido MK61 incluyen las variantes de glicosilacién en las que el niimero y/o el
tipo de emplazamiento de glicosilacién se ha alterado en comparacién con la secuencia de aminoécidos que se define
en la SEC DE ID: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8§, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12,
SEC DEID N° 14, 0 SEC DE ID N°: 16. En una forma de realizacién, las variantes del polipéptido MK61 comprenden
un ndmero mayor o menor de emplazamientos de glicosilacién unidos a N que el de la secuencia de aminodcidos que
se define en la SEC DE ID: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID
N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16. Un emplazamiento de glicosilacién unido a N se caracteriza por la
secuencia Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, en el que el residuo de aminodcido designado como X puede ser cualquier residuo
de aminoécido excepto prolina. La sustitucién de los restos de aminodcidos para crear esta secuencia proporciona
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un nuevo emplazamiento potencial para la adicién de una cadena de carbohidrato unida a N. Alternativamente, las
sustituciones que eliminas esta secuencia eliminardn una cadena de carbohidrato unida a N existente. Se proporciona
también una recolocacion de las cadenas de carbohidrato unidas a N en las que se eliminan uno o mas emplazamientos
de glicosilacién unidos a N (normalmente aquellos que se producen naturalmente) y se crean uno o mis nuevos
emplazamientos unidos a N. las variantes de MK61 preferidas adicionales incluyen variantes de cisteina en las que se
eliminan uno o més restos de cisteina de o se sustituyen por otro aminoécido (por ejemplo, serina) en comparacién
con la secuencia de aminoacidos que se define en la SEC DE ID: 2, SEC DE ID N 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE
ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16. Las variantes de cisteina
cuando se deben replegar los polipéptidos de MK61 en una conformacién bioldgicamente activa tal como después del
aislamiento de cuerpos de inclusion insolubles. Las variantes de cisteina tienen generalmente menos restos de cisteina
que la proteina natural, y normalmente tienen incluso numerosos para minimizar las interacciones que resultan de las
cisteinas desemparejadas.

La invencién proporciona ademas polipéptidos que comprenden una porcién que soporta un epitopo de una proteina
que se define en la SEC DE ID: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC
DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16. El término “epitopo” se refiere a una regién de una proteina
a la cual se puede unir un anticuerpo. Véase por ejemplo, Geysen y col., PNAS, EE.UU. 81: 3998-4002 (1984).
Los epitopos pueden ser lineales o conformacionales, estando los dltimos compuestos por regiones discontinuas de
la proteina que forman un epitopo tras el plegado de la proteina. Los epitopos lineales tienen al menos 6 restos de
aminodcidos de longitud. Los péptidos sintéticos relativamente cortos que mimetizan parte de una secuencia de la
proteina son rutinariamente capaces de estimular un antisuero que reacciona con la proteina parcialmente mimetizada.
Véase, Sutcliffe y col., Science 219: 660-666 (1983). Los anticuerpos que reconocen los epitopos lineales cortos son
particularmente ttiles en las aplicaciones analiticas y diagnésticas que emplean proteina desnaturalizada, tales como
la transferencia Western. Véase Tobin, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 76: 4350-4356 (1979). Los anticuerpos de los
péptidos cortos pueden reconocer también proteinas en la conformacién natural y de esta manera serdn ttiles para
monitorizar la expresion de la proteina y el aislamiento de la proteina, y en detectar las proteinas MK61 en solucion,
tal como mediante ELISA O en estudios de inmunoprecipitacion.

Ademas, el polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEC DE ID: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC
DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16, o
una variante del polipéptido MK61 se puede fusionar con un polipéptido homélogo para formar un homodimero o a
un polipéptido heterélogo para formar un heterodimero. Los péptidos y polipéptidos heterélogos incluyen, pero no se
limitan a: un epitopo para permitir la deteccion y/o el aislamiento de un polipéptido de fusién MK61; una proteina del
receptor transmembrana o una porcién de la misma, tal como una regién extracelular, o una regién transmembrana e
intracelular; un ligando o una porcién del mismo que se une a una proteina del receptor transmembrana; una enzima
o una porcién del mismo que es cataliticamente activa; o polipéptido o péptido que promueve la oligomerizacion,
tal como una regién cremallera de leucina; un polipéptido o péptido que aumenta la estabilidad, tal como una regién
constante de inmunoglobulina; y un polipéptido que tiene una actividad terapéutica diferente de la del polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC
DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16, o una variante del
polipéptido MK61.

Se pueden hacer fusiones tanto en el término amino como en el término carboxi de los polipéptidos que comprende
la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N*:
8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o una variante del polipéptido MK61. Las fusiones
pueden ser directas con una molécula no ligante o adaptadora, o indirectas usando una molécula ligante o adaptadora.
Una molécula ligante o adaptadora puede ser uno o mds restos de aminodcidos, normalmente entre aproximadamente
20 y aproximadamente 50 restos de aminoacidos. Se puede disefiar también una molécula ligante o adaptadora con
un emplazamiento de escision para una endonucleasa de restriccion del ADN en un polinucledtido de codificacién o
para una proteasa para permitir la separacion de los restos fusionados. Se apreciard que una vez construidos se pueden
derivatizar los polipéptidos de fusion de acuerdo con los procedimientos descritos en el presente documento.

En una forma de realizacién adicional de la invencion, el polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEC DE ID: 2, SEC DE ID N° 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID
N°: 12, SEC DE ID N° 14, o una variante del polipéptido MK61 se fusiona con una o mds regiones de una regién
Fc de la IgG humana. Los anticuerpos comprenden dos partes funcionalmente independientes, una regién variable
conocida como “Fab”, que se une a los antigenos, y una regién constante conocida como “Fc”, que estd implicada en
las funciones efectoras tales como la activacién del complemento y el ataque mediante células fagociticas. Una Fc tiene
una larga semivida en suero, mientras que una Fab es de vida corta. Capon y col., Nature, 337: 525-31 (1989). Cuando
se construye conjuntamente con una proteina terapéutica, una region Fc puede proporcionar semivida mds larga o
incorporar dichas funciones como la unién del receptor de Fc, la unién de la proteina A, la fijacién del complemento
y quizd incluso la transferencia placental. Igualmente, la Tabla II resume el uso de algunas fusiones Fc conocidas en
la técnica.
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TABLA II

Fusién Fc con proteinas terapéuticas

Forma de Fc

Pareja de fusion Implicaciones

terapéuticas

Referencia

1gG1

Término N de CD30-L Linfoma anaplasico;

Enfermedad de Hodgkin | leucemia de células T

Patente de los
Estados Unidos N°
5.480.981

Fcy2a murino

IL-10 Antiinflamatorio;

rechazo al trasplante

Zheng y col. (1995), J.
Immunol., 154: 5590-
5600

1gG1

Receptor de TNF Shock séptico

Fisher y col. (1996),
N. Engl. J. Med., 334:
1697-1702, Van Zee y

col., (1996), J.
Immunol., 156: 2221-
2230

igG, IgA, IgM, o
IgE (excluyendo

la primera region)

Receptor de TNF Inflamacion,
trastornos

autoinmunes

Patente de los
Estados Unidos n°

5.808.029, otorgada el
16 de septiembre de

1998
lgG1 Receptor de CD4 SIDA Capon y col. (1989),
Nature
337 525-531
igG1, 1gG3 Término N de IL-2 Anticanceroso, Harvill y col. (1995},
antivirico Immunotech., 1: 95-
105
1gG1 Término C de OPG Osteoartritis; densidad Documento WO
oOsea 97/23614, publicado el
3 de Julio de 1997
1gG1 Término N de leptina Antiobesidad Documento PCT/US
97/23183, presentado
el 11 de Diciembre de
1997
ig Cy1 humana CTLA4 Trastornos Linsley (1991), J. Exp.

autoinmunes

Med., 174: 561-569
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En un ejemplo, toda o una porcién de la bisagra IgG humana, las regiones CH2 y CH3 se pueden fusionar en
cualquiera del término N o el término C de los polipéptidos MK61 usando procedimientos conocidos por el técnico
experto. El polipéptido de fusién MK61 resultante se puede purificar mediante el uso de una columna de afinidad de
la Proteina A. Se ha encontrado que los péptidos y proteinas fusionados con una regién Fc presentan una semivida
sustancialmente mayor in vivo que la contraparte no fusionada. También, una fusién en una regién Fc permite la dime-
rizacién/multimerizacién del polipéptido de fusion: La regién Fc puede ser una region Fc que se produce naturalmente
o puede estar alterada para mejoras algunas calidades, tales como las calidades terapéuticas, el tiempo de circulacion,
reducir la agregacion, etc.

Se puede calcular facilmente la identidad y la similitud de las moléculas de dcido nucleico y polipéptido relacio-
nados mediante procedimientos conocidos. Dichos procedimientos incluyen, pero no se limitan a, aquellos descritos
en Computational Molecular Biology, Lesk, A.M., ed., Oxford University Press, Nueva York (1988); Biocomputing:
Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York (1993); Computer Analysis of Se-
quence Data, Parte 1, Griffin, A.M., y Griffin, H.G., eds., Humana Press, New Jersey (1994); Sequence Analysis in
Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press (1987); Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J.,
eds., M. Stockton Press, New York (1991); y Carillo y col., SIAM J. Applied Math., 48:1073 (1988).

Los procedimientos preferidos para determinar la identidad y/o similitud se disefian para proporcionar el mayor
emparejamiento entre las secuencias ensayadas. Los procedimientos para determinar la identidad y similitud se des-
criben en los programas informaticos de libre disposicion. Los procedimientos de programas informéticos preferidos
para determinar la identidad y similitud entre dos secuencias incluyen, pero no se limitan, el paquete del programa
GCQG, que incluye GAP (Devereux y col., Nucl. Acid. Res., 12: 387 (1984); Genetics Computer Group, University
of Wisconsin, Madison, WI, BLASTP, BLASTN, y FASTA (Altschul y col., J. Mol. Biol., 215: 403-410 (1990)). El
programa BLASTX es de libre disposicion del National Center for Biotechnology Information (NCBI) y otras fuentes
(BLAST Manual, Altschul y col. NCB/NLM/NIH Bethesda, MD 20894; Altschul y col., mas arriba (1990)). Se puede
usar también el algoritmo Smith Waterman bien conocido para determinar la identidad.

Algunos esquemas de alineacion para alinear dos secuencias de aminodcidos pueden dar como resultado el empa-
rejamiento de sélo una corta regién de dos secuencias, y esta pequefia region alineada puede tener una identidad de la
secuencia muy elevada incluso aunque no existan relaciones significativas entre las dos secuencias de longitud comple-
ta. De acuerdo con esto, en una forma de realizacién preferida el procedimiento de alineacién seleccionado (programa
GAP) dard como resultado una alineacién que se extiende al menos 50 aminodcidos contiguos del polipéptido diana.

Por ejemplo, usando el algoritmo informético GAP (Genetics Computer Group, Universidad de Wisconsin, Madi-
son, WI), dos polipéptidos para los cuales el porcentaje de identidad de la secuencia que se va a determinar se alinean
para un emparejamiento 6ptimo de sus aminodcidos respectivos (el “tramo emparejado”, tal como se determina me-
diante el algoritmo). Se usan una penalizacion por creacién de huecos (que se calcula como 3 x la diagonal promedio;
la “diagonal promedio” es el promedio de la diagonal de la matriz de comparacion que se estd usando; la “diagonal” es
la puntuacién o nimero asignado a cada emparejamiento de aminodcidos perfecto mediante la matriz de comparacién
concreta) y una penalizacién por extension de huecos (que es usualmente 1/10 veces la penalizacién por creaciéon de
huecos), asi como una matriz de comparacién tal como PAM 250 o BLOSUM 62 en conjuncién con el algoritmo. Se
usa también una matriz de comparacion estandar (véase Dayhoff y col., Atlas of Protein Sequence and Structure, 5
(3) (1978) para la matriz de comparacién PAM 250; Henikoff y col., Proc. Natl. Acad. Sci EE.UU., 89: 10915-10919
(1992) para la matriz de comparacién BLOSUM 62) mediante el algoritmo.

Los pardmetros preferidos para una comparacion de secuencias del polipéptido incluyen los siguientes:

Algoritmo: Needleman y col., J. Mol. Biol., 48: 443-453 (1970);

Matriz de comparaciéon: BLOSUM 62 de Henikoff y col., mds arriba (1992);

Penalizacién por hueco: 12

Penalizacién por longitud de hueco: 4

Umbral de similitud: 0

El programa GAP es titil con los pardmetros anteriores. Los pardmetros anteriormente mencionados son parametros
por defecto para las comparaciones de polipéptidos (junto con no penalizaciones para los huecos de los extremos) que
usan el algoritmo GAP.

Los parametros preferidos para las comparaciones de moléculas de dcido nucleico incluyen los siguientes:

Algoritmo: Needleman y col., mds arriba (1970);

Matriz de comparacioén: emparejadas = + 10, desapareamiento = 0
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Penalizacién por hueco: 50

Penalizacién por longitud de hueco: 3

El programa GAP es también itil con los pardmetros anteriores. Los pardmetros anteriormente mencionados son
pardmetros por defecto para las comparaciones de moléculas de dcido nucleico.

La persona experta en la técnica puede usar otros algoritmos a modo de ejemplo, penalizaciones por creacién de
huecos, penalizaciones por extension de huecos, matrices de comparacién, umbrales de similitud, etc., que incluyen
aquellos que se muestra en el Manual del Programa, paquete Wisconsin, version 9, septiembre de 1997. La eleccién
concreta que se vaya a hacer serd evidente para la persona experta en la técnica y dependerd de la comparacién
especifica que se va a hacer, tal como ADN a ADN, proteina a proteina, proteina a ADN; y adicionalmente, si la
comparacion es entre pares dados de secuencias (en cuyo caso se prefieren generalmente GAP o BestFit) o entre una
secuencia y una gran base de datos de secuencias (en cuyo caso se prefieren FASTA O BLASTA).

Sintesis

Aquellas personas expertas en la técnica apreciardn que se pueden producir las moléculas de 4cido nucleico y
polipéptido descritas en el presente documento mediante técnicas recombinantes y otros medios.

Moléculas de dcido nucleico

Las moléculas de dcido nucleico codifican un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de un
polipéptido MK61 y se pueden obtener facilmente por una variedad de medios que incluyen, sin limitacién, sintesis
quimica, seleccién de bibliotecas de ADNc o gendmica, seleccién de la biblioteca de expresion y/o amplificacion del
ADNCc mediante la PCR.

Los procedimientos de ADN recombinante usados en el presente documento son generalmente aquellos que se
muestran en Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY (1989), y/o en Ausubel y col., eds., Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishers Inc.
y Wiley and Sons, NY (1994). La presente invencién proporciona moléculas de dcido nucleico tal como se describe
en el presente documento y los procedimientos para obtener dichas moléculas.

Cuando se ha identificado un gen que codifica la secuencia de aminoécidos de un polipéptido MK61 procedente de
una especie, se puede usar todo o una porcion de este gen como una sonda para identificar los ortélogos o genes rela-
cionados de la misma especie. Se pueden usar sondas o cebadores para seleccionar bibliotecas de ADNc procedentes
de diversas fuentes de tejido que se cree que expresan el polipéptido MK61. Ademas, se puede usar parte o toda la
molécula de 4cido nucleico de la secuencia que se define en la SEC DE ID N°: 1, SEC DE ID N°: 3, SEC DE ID N*:
5,SEC DE ID N° 7, SEC DE ID N°: 9, SEC DE ID N°: 11, SEC DE ID N°: 13, o SEC DE ID N°: 15 para seleccionar
una biblioteca gendémica para identificar un gen aislado que codifica la secuencia de aminodcidos de un polipéptido
MKG61. Normalmente, se emplearan en la seleccién condiciones de restriccién moderada o elevada para minimizar el
nimero de falsos positivos obtenidos de la seleccion.

Se pueden identificar también las moléculas de 4cido nucleico que codifican las secuencias de aminodcidos de los
polipéptidos MK61 mediante la clonacién de la expresion que emplea la deteccion de clones positivos basandose en
una propiedad de la proteina expresada. Normalmente, se seleccionan las bibliotecas de 4cido nucleico mediante la
unién de un anticuerpo u otra pareja de unién (por ejemplo, receptor o ligando) con las proteinas clonadas que se
expresan y se muestran en la superficie de una célula huésped: El anticuerpo o pareja de unidén se modifica con una
marca detectable para identificar aquellas células que expresan el clon deseado.

Se pueden seguir las técnicas de expresion recombinante llevadas a cabo de acuerdo con las descripciones que
se establecen a continuacién para producir estos polinucleétidos y para expresar los polipéptidos codificados. Por
ejemplo, insertando una secuencia de dcido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de un polipéptido MK61
en un vector apropiado, una persona experta en la técnica produce facilmente grandes cantidades de la secuencia de
nucledtidos deseada. A continuacién se pueden usar las secuencias para generar sondas de deteccion o cebadores de
amplificacion. Alternativamente, se puede insertar un polinucleétido que codifica la secuencia de aminoédcidos de un
polipéptido MK61 en un vector de expresion. Introduciendo el vector de expresion en un huésped apropiado, se puede
producir el polipéptido MK61 codificado en grandes cantidades.

Otro procedimiento para obtener una secuencia de dcido nucleico adecuada es la reaccién en cadena de la po-
limerasa (PCR). En este procedimiento, se prepara ADN a partir de poli(A) + ARN o ARN total usando el enzima
transcriptasa inversa. Dos cebadores de oligonucle6tidos, normalmente complementarios de dos regiones separadas de
ADNCc (oligonucleétidos) codifican la secuencia de aminodcidos de un polipéptido MK61, a continuacién se afiaden
al ADNc junto con una polimerasa tal como polimerasa Taq, y la polimerasa amplifica la regién del ADNCc entre los
dos cebadores.
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Otros medios de preparar una molécula de 4cido nucleico que codifica la secuencia de aminodcidos de un poli-
péptido MK61 es la sintesis quimica usando procedimientos bien conocidos por el técnico experto, tales como los
descritos por Engels y col., Angew. Chem. Intl. Ed., 28: 716-734 (1989). Estos procedimientos incluyen, entre otros,
los procedimientos del fosfotriéster, la fosforamidita y el H-fosfonato para la sintesis de dcido nucleico. Un proce-
dimiento preferido para dicha sintesis quimica es la sintesis soportada por polimero usando la quimica estandar de
la fosforamidita. Normalmente, el ADN codifica la secuencia de aminoécidos de un polipéptido MK61 con algunos
cientos de nucleétidos de longitud. Se pueden sintetizar dcidos nucleicos de tamafio superior a aproximadamente 100
nucledtidos en forma de fragmentos diferenciados usando estos procedimientos. A continuacion los fragmentos se
pueden unir entre si para formar la secuencia de nucledtidos de longitud completa de un polipéptido MK61. Normal-
mente, el fragmento de ADN que codifica el término amino del polipéptido tendra un ATG, que codifica un residuo
de metionina. Esta metionina puede estar presente o no en la forma madura del polipéptido Mk61, dependiendo de si
el polipéptido producido en la célula huésped se disefia para que se segregue a partir de esta célula. Se pueden usar
igualmente otros procedimientos conocidos por el técnico experto.

En algunas formas de realizacién, las variantes de dcido nucleico contienen codones que se han alterado para la
expresion éptima de un polipéptido MK61 en una célula huésped dada. Las alteraciones concretas del codén depende-
ran del(de los) polipéptido(s) MK61 y de la(s) célula(s) huésped seleccionadas para la expresion. Dicha “optimizacién
del cod6n” se puede llevar a cabo mediante una variedad de procedimientos, por ejemplo, seleccionando los codones
que se prefieren para el uso en genes muy expresados en una célula huésped dada. Se pueden usar los algoritmos
informdticos que incorporan tablas de frecuencia de codones tales como “Ecohigh.cod” para la preferencia del codén
de genes bacterianos fuertemente expresados y proporcionados en la University of Wisconsin Package Version 9.0,
Genetics Computer Group, Madison, WI. Otras tablas utiles de frecuencia de codones incluyen “Celegans_high.cod”,
“Celegans_low.cod”, “Drosophila_high.cod”, “Human_high.cod”, “Maize_high.cod”, y “Yeast_high.cod”.

Vectores y células huésped

Se puede insertar una molécula de 4cido nucleico que codifica la secuencia de aminodcidos de un polipéptido
MKG61 en un vector de expresion apropiado usando técnicas de ligadura estdndar. El vector se selecciona normalmente
para que sea funcional en la célula huésped concreta empleada (es decir, el vector es compatible con la maquinaria
de la célula huésped de tal manera que se puede producir la amplificacion del gen y/o la expresion del gen). Se puede
amplificar/expresar una molécula de 4cido nucleico que codifica la secuencia de aminodcidos de un polipéptido MK61
en células huésped procariotas, de levadura, de insecto (sistemas de baculovirus), y/o eucariotas. La seleccién de la
célula huésped dependera en parte de si se va a modificar post-traduccionalmente un polipéptido MK61 (por ejemplo,
glicosilado y/o fosforilado). Si acaso, son preferibles las células huésped de levaduras, insectos, o mamiferos. Para una
revision de los vectores de expresion, véase Meth. Enz., vol.185, D. V. Goeddel, ed., Academic Press Inc., San Diego,
CA (1990).

Normalmente, los vectores de expresion usados en cualquiera de las células huésped contendran secuencias para
el mantenimiento del pldsmido y para la clonacién y expresién de las secuencias de nucledtidos exdgenas. Dichas
secuencias, denominadas colectivamente como “secuencias de flanqueo” en algunas formas de realizacion, incluirdn
normalmente una o mds de las siguientes secuencias de nucleétidos: un promotor, una o mas secuencias potenciadoras,
un origen de la replicacidn, una secuencia de terminacion transcripcional, una secuencia intrén completa que contiene
un emplazamiento de corte y empalme donante y aceptor, una secuencia que codifica una secuencia lider para la
secrecion del polipéptido, un emplazamiento de unién con el ribosoma, una secuencia de poliadenilacién, una regién
poliligante para insertar el 4cido nucleico que codifica el polipéptido que se va a expresar, y un elemento marcador
seleccionable. Se describen a continuacién cada una de estas secuencias.

Opcionalmente, el vector puede contener una secuencia que codifica una “etiqueta”, es decir, una molécula de oli-
gonucledtido localizada en el extremo 5’ o 3’ del polipéptido MK61 de la secuencia de codificacién; la secuencia del
oligonucleétido codifica poliHis (tal como hexaHis), u otra “etiqueta” tal como FLAG, HA (hemaglutinina del virus
de la gripe) o myc para la cual existen anticuerpos comercialmente disponibles. Esta etiqueta se fusiona normalmente
con el polipéptido tras la expresion del polipéptido, y puede servir como medio para la purificacion por afinidad del
polipéptido MK61 a partir de la célula huésped. Se puede llevar a cabo la purificacién por afinidad, por ejemplo, me-
diante cromatografia en columna usando anticuerpos contra la etiqueta como una matriz de afinidad. Opcionalmente,
se puede eliminar la etiqueta posteriormente a partir del polipéptido MK61 purificado por diversos medios tales como
usando algunas peptidasas para la rotura.

Las secuencias de flanqueo pueden ser homoélogas (es decir, procedentes de la misma especie y/o cepa como la
célula huésped), heterélogas (es decir, procedentes de una especie diferente de la especie o cepa huésped), hibrida (es
decir, una combinacién de secuencias de flanqueo procedentes de mds de una fuente) o sintética, o las secuencias de
flanqueo pueden ser secuencias naturales cuya funcién regula normalmente la expresién del polipéptido MK61. De
esta manera, la fuente de una secuencia de flanqueo puede ser cualquier organismo procariota o eucariota, cualquier
organismo vertebrado o invertebrado, o cualquier planta, con la condicién de que la secuencia de flanqueo sea funcional
en, y pueda activarse por, la maquinaria de la célula huésped.

Se pueden obtener las secuencias de flanqueo utiles en los vectores de esta invencién mediante cualquiera de los
diversos procedimientos bien conocidos en la técnica. Normalmente, las secuencias de flanqueo utiles en la presente
invencién diferentes de las secuencias de flanqueo del gen MK61 enddgeno se habran identificado previamente me-
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diante mapeado y/o mediante digestién con endonucleasa de restriccion y pueden aislarse de esta manera a partir de
la fuente de tejido apropiada usando las endonucleasas de restriccidon apropiadas. En algunos casos, se puede conocer
la secuencia de nucledtidos completa de una secuencia de flanqueo. Aqui, se puede sintetizar la secuencia de flanqueo
usando los procedimientos descritos en el presente documento para la sintesis o la clonacién de dcido nucleico.

Cuando se conoce toda o Unicamente una porcién de la secuencia de flanqueo, se puede obtener ésta usando la
PCR y/o seleccionando una biblioteca gendémica con oligonucledtidos adecuados y/o fragmentos de la secuencia de
flanqueo procedentes de la misma u otra especie. Cuando no se conoce la secuencia de flanqueo, se puede aislar un
fragmento de ADN que contiene una secuencia de flanqueo a partir de una pieza mas grande de ADN que puede
contener, por ejemplo, una secuencia de codificacién o incluso otro gen o genes. Se puede llevar a cabo el aisla-
miento mediante digestién con endonucleasa de restriccion para producir el fragmento de ADN apropiado seguido
por aislamiento usando la purificacién con gel de agarosa, cromatografia en columna Qiagen® (Chatsworth, CA) u
otros procedimientos conocidos por el técnico experto. La seleccion de los enzimas adecuados para llevar a cabo este
objetivo serd facilmente evidente para una persona normalmente experta en la técnica.

Un origen de replicacién es normalmente una parte de aquellos vectores de expresion procariota adquiridos comer-
cialmente, y el origen ayuda en la amplificacién del vector de la célula huésped. La amplificacion del vector hasta un
cierto nimero de copias puede, en algunos casos, ser importante para la expresion 6ptima de un polipéptido MK61.
Si el vector de eleccion no contiene un origen del emplazamiento de replicacién, se puede sintetizar quimicamente en
funcion de una secuencia conocida, y ligarse al vector. Por ejemplo, el origen de replicacién procedente del plasmido
pBR322 (Producto N° 303-3s, New Englands Biolabs, Beverly, MA) es adecuado para la mayor parte de bacterias
gram negativas, y diversos origenes (por ejemplo, SV40, polioma, adenovirus, virus de la estomatitis vesicular (VSV)
o papilomavirus tales como VPH o VPB) son ttiles para la clonacién de vectores en células de mamiferos. Gene-
ralmente, el origen del componente de replicacion no es necesario para los vectores de expresion en mamiferos (por
ejemplo, el origen de SV40 se usa a menudo tinicamente dado que contiene el promotor temprano).

Una secuencia de terminacién de la transcripcién se localiza normalmente en la direccién 3’ respecto del extremo
de una regién de codificaciéon del polipéptido y sirve para terminar la transcripcion. Usualmente, la secuencia de
terminacion de la transcripcién en células procariotas es un fragmento rico en G-C seguido por una secuencia poli T.
Aunque la secuencia se clona ficilmente a partir de una biblioteca o incluso se adquiere comercialmente como parte
de un vector, se puede también sintetizar facilmente usando los procedimientos de sintesis de dcidos nucleicos tales
como aquellos descritos en el presente documento.

Un elemento del gen marcador seleccionable codifica una proteina necesaria para la supervivencia y el crecimiento
de una célula huésped que crece en un medio de cultivo selectivo. Los genes marcadores de seleccion tipicos codi-
fican proteinas que (a) confieren resistencia a los antibidticos u otras toxinas, por ejemplo, ampicilina, tetraciclina,
o kanamicina para las células huésped procariotas, (b) complementa las deficiencias auxotréficas de la célula; o (c)
suministra nutrientes criticos no disponibles de medios complejos. Los marcadores seleccionables preferidos son el
gen de resistencia a la kanamicina, el gen de resistencia a la ampicilina, y el gen de resistencia a la tetraciclina. Se
puede usar también un gen de resistencia a la neomicina para la seleccion en células huésped procariotas y eucariotas.

Se pueden usar otros genes de seleccion para amplificar el gen que se va a expresar. La amplificacion es el pro-
cedimiento en el que los genes que tienen mayor demanda por la produccién de una proteina critica para crecer se
reiteran en tindem en el interior de los cromosomas de generaciones sucesivas de células recombinantes. Los ejem-
plos de marcadores seleccionables adecuados para las células de mamiferos incluyen dihidrofolato reductasa (DHFR)
y timidina quinasa. Los transformantes de células de mamiferos se colocan a una presion de seleccién a la que sélo los
transformantes se adaptan Unicamente para sobrevivir en virtud del gen de seleccidn presente en el vector. La presion
de seleccion se impone cultivando las células transformadas en condiciones en las que la concentracién del agente de
seleccion en el medio se cambia sucesivamente, conduciendo por tanto a la amplificacién del gen de seleccién y del
ADN que codifica un polipéptido MK61. Como resultado, se sintetizan cantidades aumentadas de polipéptido MK61
a partir del ADN amplificado.

Suele ser necesario un emplazamiento de unién con el ribosoma para el inicio de la traduccién del ARNm y
se caracteriza por una secuencia Shine-Dalgarno (procariotas) o una secuencia Kozak (eucariotas). El elemento se
localiza normalmente en direccién 3’ respecto del promotor y en direccién 5° respecto de la secuencia de codificacién
de un polipéptido MK61 que se va a expresar. La secuencia Shine-Dalgarno varia, pero es normalmente una polipurina
(es decir, que tiene un contenido A-G elevado). Se han identificado muchas secuencias Shine-Dalgarno, cada una de
las cuales se puede sintetizar ficilmente usando los procedimientos que se muestran en el presente documento y usan
en un vector procariota.

Se puede usar una secuencia lider, o sefial, para dirigir un polipéptido MK61 hacia el exterior de la célula huésped.
Normalmente, se ubica una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia sefial en la region de codificacion de una
molécula de 4cido nucleico de MK61, o directamente en el extremo 5’ de una regién de codificacién del polipéptido
MKG61. Se han identificado muchas secuencias sefial y se pueden usar cualquiera de ellas que sea funcional en la
célula huésped seleccionada en conjuncién con una molécula de acido nucleico de MK61. Por tanto, una secuencia
sefial puede ser homéloga (se produce naturalmente) o heteréloga para un gen o ADNc de MK61. Adicionalmente, se
puede sintetizar quimicamente una secuencia sefial usando los procedimientos descritos en el presente documento. En
la mayor parte de los casos, la secrecién de un polipéptido MK61 a partir de la célula huésped mediante la presencia
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de un péptido sefial dard como resultado la eliminacién del péptido sefial procedente del polipéptido MK61 segregado.
La secuencia sefial puede ser un componente del vector, o puede ser una parte de una molécula de dcido nucleico de
MKG61 que se inserta en el vector.

Incluido dentro del alcance de esta invencion estd el uso de tanto una secuencia de nucleétidos que codifica una
secuencia sefial del polipéptido MK61 natural unida a una regién de codificacion del polipéptido MK61 como de una
secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia sefial heter6loga unida a una regién de codificacion del polipép-
tido MK61. La secuencia sefial heter6loga seleccionada deberia ser una secuencia que se pueda reconocer y procesar,
es decir, escindida mediante una sefal peptidasa, por la célula huésped. Para las células huésped procariotas que no
reconocen y procesan la secuencia sefial del polipéptido MK61 natural, la secuencia sefial se sustituye por una secuen-
cia sefial procariota seleccionada, por ejemplo, entre el grupo de la fosfatasa alcalina, penicilinasa, o enterotoxina II
lider termoestable. Para la secrecién de levaduras, se puede sustituir la secuencia sefial del polipéptido MK61 natural
por los lideres de la invertasa de levadura, el factor alfa, o la fosfatasa dcida. En la expresion celular de mamiferos, la
secuencia sefial natural es satisfactoria, aunque se pueden usar otras secuencias sefial de mamiferos.

En algunos casos, como en los que se desea la glicosilacién en un sistema de expresion de célula huésped eucariota,
se pueden manipular las diversas presecuencias para mejorar la glicosilacion o el rendimiento. Por ejemplo, se puede
alterar el emplazamiento de escision de la peptidasa de un péptido sefial concreto, o afiadir presecuencias, que también
pueden afectar la glicosilacion. El producto de proteina final puede tener, en la posicién 3 (en relacion con el primer
aminodcido de la proteina madura), uno o mas aminodcidos adicionales incidentes en la expresiéon que pueden no
haberse eliminado totalmente. Por ejemplo, el producto de proteina final puede tener uno o dos restos de aminoacidos
que se encuentran en el emplazamiento de escision de la peptidasa, unidos al término N. Alternativamente, el uso
de algunos emplazamientos de escisién de enzimas puede dar como resultado una forma ligeramente truncada del
polipéptido MK61 deseado, si la enzima corta en dicha drea en el interior del polipéptido maduro.

En muchos casos, la transcripcion de una molécula de 4cido nucleico se incrementa por la presencia de uno o
mds intrones en el vector; esto es particularmente verdadero cuando se produce un polipéptido en células huésped
eucariotas, especialmente células huésped de mamiferos. Los intrones usados se pueden producir naturalmente en el
interior del gen MK61, especialmente cuando el gen usado es una secuencia genémica de longitud completa o un
fragmento de la misma. Cuando el intrén no se produce naturalmente en el interior del gen (como en la mayor parte
de los ADNCc), el(los) intrén(es) se pueden obtener de otra fuente. La posicién del intrén con respecto a las secuencias
de flanqueo y el gen MK61 es generalmente importante, ya que el intrén debe transcribirse para ser efectivo. De
esta manera, cuando una molécula de ADNc de MK61 se estd transcribiendo, la posicién preferida para el intrén es
3’ en el emplazamiento de inicio de la transcripcién, y 5° en la secuencia poliA de terminacién de la transcripcion.
Preferiblemente, el intrén o intrones se localizardn en un lado o el otro (es decir, 5’ 0 3’) del ADNc de tal manera
que no interrumpan la secuencia de codificacién. Se puede usar cualquier intrén de otra fuente, incluyendo la virica,
los organismos procariotas y eucariotas (planta o animal), para poner en practica esta invencién, a condicién de que
sea compatible con la(s) célula(s) huésped en la que se inserta. Incluidos también en el presente documento estan los
intrones sintéticos. Opcionalmente, se puede usar mas de un intrén en el vector.

Los vectores de expresion y clonacién de la presente invencion contendrdn cada uno normalmente un promotor
que se reconoce por el organismo huésped y que se une de manera operable a la molécula que codifica un polipép-
tido MK61. Los promotores son secuencias no trascritas localizadas normalmente en la direccion 5’ (5°) del codén
de inicio de un gen estructural (generalmente en el interior de aproximadamente 100 a 1000 pb) que controlan la
transcripcion del gen estructural. Los promotores se agrupan convencionalmente en una de dos clases, los promotores
inducibles y los promotores constitutivos. En este contexto, los promotores inducibles incluyen promotores represi-
bles/depresibles y promotores inducibles convencionales. Los promotores inducibles inician el aumento de los niveles
de la transcripcién del ADN bajo su control en respuesta a algin cambio en las condiciones de cultivo, tal como la
presencia o ausencia de un nutriente o un cambio en la temperatura, Los promotores constitutivos, por otra parte,
inician la produccién continua del producto génico; esto es, existe poco o ninglin control sobre la expresion del gen.
Se conocen bien un gran niimero de promotores, reconocidos por una variedad de células huésped potenciales. Un
promotor adecuado se une de manera operable al ADN que codifica un polipéptido MK61 mediante, por ejemplo,
la eliminacién del promotor desde la fuente de ADN mediante digestién con enzima de restriccién e insertando la
secuencia promotora deseada en el vector. Se puede usar la secuencia promotora del gen MK61 natural para dirigir la
amplificacion y/o la expresién de una molécula de acido nucleico de MK61. Se prefiere un promotor heterélogo, sin
embargo, si éste permite una transcripcién mayor y rendimientos mayores de la proteina expresada en comparacién
con el promotor natural, y si éste es compatible con el sistema de la célula huésped que se ha seleccionado para el uso.

Los promotores adecuados para uso con huéspedes procariotas incluyen los sistemas promotores de la beta lacta-
masa y la lactosa; la fosfatasa alcalina, un sistema promotor del triptéfano (trp); y los promotores hibridos tal como
el promotor tac. Son también adecuados otros promotores bacterianos conocidos. Se han publicado sus secuencias,
permitiendo por tanto a una persona experta en la técnica ligarlos con la(s) secuencia(s) de ADN deseada(s), usando
ligantes o adaptadores segin se necesite para suministrar cualquier emplazamiento de restriccion util.

Se conocen bien en la técnica los promotores adecuados para uso con huéspedes de levadura. Los potenciadores
de levadura se usan ventajosamente con los promotores de levadura. Se conocen bien los promotores adecuados para
el uso con células huésped de mamiferos e incluyen, pero no se limitan a, aquellos obtenidos a partir de genomas de
virus tales como el virus del polioma, el virus de la viruela aviar, adenovirus (tales como Adenovirus 2), el virus del
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papiloma bovino, el virus del sarcoma de las aves, el citomegalovirus (CMV), un retrovirus, el virus de la hepatitis
B y mis preferiblemente el Virus 40 de Simios (SV40). Otros promotores de mamiferos adecuados incluyen los
promotores de mamiferos heter6logos, por ejemplo, los promotores del choque térmico y el promotor de la actina.

Los promotores adicionales que pueden ser de interés en el control de la transcripcién del gen MK61 incluyen, pero
no se limitan a: la regién del promotor temprano de SV40 (Bernoist y Chambon, Nature, 290: 304-310, (1981)), el
promotor CMYV, el promotor contenido en la repeticién larga del extremo 3’ del virus del sarcoma de Rous (Yamamoto
y col., Cell, 22: 787-797, (1980)); el promotor de la timidina quinasa del herpes (Wagner y col., Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU., 78: 144-145, (1981)), las secuencias reguladoras del gen de la metalotionina (Brinster y col., Nature, 296:
39-42, (1982)), los vectores de expresion procariota tales como el promotor de la beta lactamasa (Villa-Kamaroff, y
col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 75: 3727-3731, (1978)), o el promotor tac (DeBoer, y col., Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU., 80: 21-25, (1983)). También de interés son las siguientes regiones de control transcripcional en animales,
que presentan especificidad por el tejido y se han utilizado en animales transgénicos: la regién control del gen de la
elastasa I que es activa en las células acinares pancredticas [Swift y col., Cell, 38: 639-646, (1984); Ornitz y col.,
Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 50: 399-409 (1986); MacDonald, Hepatology, 7: 425-515, (1987)]; la regién
control del gen de la insulina que es activa en las células beta pancredticas (Hanahan, Nature, 315: 115-122, (1985));
la regién control del gen de la inmunoglobulina que es activa en las células linfoides (Grosschedl y col., Cell, 38: 647-
658 (1984)); Adames y col., Nature, 318: 533-538 (1985)); (Alexander y col., Mol. Cell. Biol., 7: 1436-1444, (1987));
la regién control del virus del tumor mamario de ratén que es activa en células testiculares, de mama, linfoides y
mastociticas (Leder y col., Cell, 45: 485-495, (1986)); la regién control del gen de la albimina que es activa en el
higado (Pinkert y col., Genes and Devel., 1: 268-276, (1987)); la regién control del gen de la alfafetoproteina que es
activa en el higado (Krumlauf y col., Mol. Cell. Biol., 5: 1639-1648, (1985)); Hammer y col., Science, 235: 53-58,
(1987)); la regi6n control del gen de la 1-antitripsina alfa que es activa en el higado (Kelsey y col., Genes and Devel.,
1:161-171, (1987)); 1a region control del gen de 1a beta globina que es activa en las células mieloides [Mogram y col.,
Nature, 315: 338-340, (1985); Kollias y col., Cell, 46: 89-94, (1986)]; 1a regidn control del gen de la proteina bésica de
mielina que es activa en las células de oligodendrocitos en el cerebro (Readhead y col., Cell, 48: 703-712, (1987)); la
region control del gen 2 de la cadena ligera de miosina que es activa en el musculo esquelético (Sani, Nature, 314: 283-
286, (1985)); y la region control del gen que libera la hormona gonadotrépica que es activa en el hipotdlamo (Mason
y col., Science, 234: 1372-1378, (1986)).

Se puede insertar una secuencia potenciadora en el vector para aumentar la transcripcion de un ADN que codi-
fica un polipéptido MK61 de la presente invencién por los eucariotas superiores. Los potenciadores son elementos
cis actuantes del ADN, normalmente de aproximadamente 10-300 pb de longitud, que actdan sobre el promotor pa-
ra aumentar su transcripcion. Los potenciadores tienen orientacion y posicion relativamente independientes. Se han
encontrado en las posiciones 5’ y 3’ de la unidad de transcripcion. Se conocen algunas secuencias potenciadoras dis-
ponibles de genes de mamiferos (por ejemplo, globina, elastasa, albimina, alfafetoproteina e insulina). Normalmente,
sin embargo, se usard un potenciador de un virus. El potenciador de SV40, el potenciador del promotor temprano del
citomegalovirus, el potenciador del polioma, y los potenciadores del adenovirus son elementos potenciadores a modo
de ejemplo para la activacion de los promotores eucariotas. Aunque se puede ayustar un potenciador en el vector en la
posicion 5° 6 3’ de una molécula de 4cido nucleico de MKG61, éste se localiza normalmente en la posicién 5° desde el
promotor.

Se pueden construir los vectores de expresion de la invencién a partir de un vector de partida tal como un vector
comercialmente disponible. Dichos vectores pueden contener o no todas las secuencias de flanqueo deseadas. Cuando
una o mas de las secuencias de flanqueo deseadas no estdn ain presentes en el vector, se pueden obtener y ligar
individualmente en el vector, Los procedimientos usados para obtener cada una de las secuencias de flanqueo son bien
conocidos por una persona experta en la técnica.

Los vectores preferidos para practicar esta invencion son aquellos que son compatibles con las células huésped
bacterianas, de insectos, y de mamiferos. Dichos vectores incluyen, entre otros pCRII, pCR3, y ADN3.1pc (Invitro-
gen Company, Carlsbad, CA), pBSII (Stratagene Company, La Jolla, CA), pET158 (Novagen, Madison, WI), pGEX
(Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ), pEGFP-N2 (Clontech, Palo Alto, CA), pETL (BlueBacll; Invitrogen), pDSR-
alfa (Publicacién PCT N°. WO 90/14363) y pFastBacDual (Gibco/BRL, Grand Island, NY).

Los vectores adicionales adecuados incluyen, pero no se limitan a, c6smidos, plasmidos o virus modificados,
pero se apreciard que el sistema vector debe ser compatible con la célula huésped seleccionada. Dichos vectores
incluyen, pero no se limitan a, pldsmidos talles como derivados plasmidos Bluescript® (un niimero elevado de copias
de fagémido basado en ColEl, Stratagene Cloning Systems Inc., La Jolla CA),, plasmidos de clonacién de la PCR
disefiados para clonar productos de la PCR amplificados con Taq (por ejemplo, TOPO™ TA Cloning® Kit, derivados
de pldsmido PCR2.19®, Invitrogen, Carlsbad, CA), y vectores de mamiferos, levaduras o virus tales como un sistema
de expresion de baculovirus (derivados de plasmido pBaCPAK, Clontech, Palo Alto, CA).

Una vez que se ha construido el vector y se ha insertado una molécula que codifica un polipéptido MK61 en el
emplazamiento apropiado del vector, se puede insertar el vector completado en una célula huésped seleccionada para
la amplificacién y/o la expresion del polipéptido. Se puede llevar a cabo la transformacién de un vector de expresion
de un polipéptido MK61 en una célula huésped seleccionada mediante procedimientos bien conocidos tales como
la transfeccidn, la infeccidn, la transformacién mediada por cloruro de calcio, la electroporacién, la microinyeccion,
la lipofeccion o el procedimiento DEAE-dextrano u otras técnicas conocidas. El procedimiento seleccionado serd en
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parte una funcién del tipo de célula huésped que se va a usar. Estos procedimientos y otros procedimientos adecuados
son bien conocidos por el técnico experto y se muestran, por ejemplo, en Sambrook y col, mds arriba.

Las células huésped pueden ser células huésped procariotas (tales como E. coli) o células huésped eucariotas
(tales como células de levadura, un insecto o un vertebrado). La célula huésped, cuando se cultiva en condiciones
apropiadas, puede sintetizar un polipéptido MK61 que se puede recoger posteriormente del medio de cultivo (si la
célula huésped segrega éste en el interior del medio) o directamente de la célula huésped que lo produce (si éste no
se segrega). La seleccién de una célula huésped apropiada dependerd de diversos factores, tales como los niveles de
expresion deseados, las modificaciones del polipéptido que son deseables o necesarias para la actividad (tales como la
glicosilacién o la fosforilacidn), y la facilidad de plegado en una molécula biolégicamente activa.

Se conocen en la técnica numerosas células huésped adecuadas y muchas estd disponibles de la American Type
Culture Collection (ATCC) 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209. Los ejemplos incluyen, pero
no se limitan a, células de mamiferos, tales como células de ovario de hamster chino (CHO) (ATCC N° CCL61);
células CHO DHFR (Urlaub y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 97: 4216-4220 (1980)); células 293 o 293T de
rifion embriénico humano (HEK) (ATCC N° CRL 1573); o células 3T3 (ATCC N° CCL92). Se conocen en la técnica
la seleccion de células huésped de mamiferos adecuadas y los procedimientos para la transformacion, el cultivo, la
amplificacion, la seleccidn, la produccidn y purificacion del producto. Otras lineas celulares de mamiferos adecuadas
son las lineas celulares COS-1 (ATCC N° CRL 1650) y COS-7 (ATCC N° CRL 1651) de monos, y la linea celular
CV-1 (ATCC N° CCL70). Las células huésped de mamiferos a modo de ejemplo adicionales incluyen lineas celulares
de primates y lineas celulares de roedores, que incluyen lineas celulares transformadas. Son también adecuadas las
células diploides normales, las cepas celulares derivadas de cultivos in vitro de tejido primario, asi como los explantes
primarios. Las células candidatas pueden ser genotipicamente deficientes en el gen de seleccion, o pueden contener
un gen de seleccién que actia de manera dominante. Otras lineas celulares de mamiferos adecuadas incluyen, pero no
se limitan a, células N2A de neuroblastoma de ratén, HeLa, cé€lulas L-929 de ratdn, lineas 3T3 derivadas de ratones
Swiss, Balb-c o NIH, lineas celulares BHK o HaK de hdmster, que estdn disponibles también de la ATCC. Cada una
de estas lineas celulares se conoce por y estd disponible para aquellas personas expertas en la técnica de la expresién
de proteinas.

Utiles de manera similar como células huésped adecuadas para la presente invencién son las células bacterianas.
Por ejemplo, se conocen bien las diversas cepas de E. coli (por ejemplo, HB101, (ATCC N° 33694) DHS5«, DH10 y
MC 1061 (ATCC N° 53338) como células huésped en el campo de la biotecnologia. Se pueden emplear también en
este procedimiento diversas cepas de B. subtilis, Pseudomonas spp., otros Bacillus spp., Streptomyces spp., y similares.

Muchas cepas de células de levaduras conocidas por aquellas personas expertas en la técnica estdn también dispo-
nibles como células huésped para la expresion de los polipéptidos de la presente invencién. Las células de levaduras
preferidas incluyen, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris.

Adicionalmente, cuando se desea, se pueden utilizar sistemas celulares de insectos en los procedimientos de la
presente invencién. Dichos sistemas se describen por ejemplo en Kitts y col., Biotechniques, 14: 810-817 (1993);
Lucklow, Curr. Opin. Biotechnol., 4: 564-572 (1993); y Lucklow y col., J. Virol., 67: 4566-4579 (1993). Las células
de insectos preferidas son Sf-9 y Hi5 (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Se pueden usar animales transgénicos para expresar los polipéptidos MK61 glicosilados. Por ejemplo, se puede
usar un animal transgénico que produce leche (una vaca o cabra, por ejemplo) y obtener el presente polipéptido
glicosilado en la leche del animal. Se pueden usar plantas para producir polipéptidos MK61; sin embargo, en general,
la glicosilacién que se produce en células de plantas es diferente de la que se produce en células de mamiferos, y puede
dar como resultado un producto glicosilado que no es adecuado para el uso terapéutico en seres humanos.

Produccion de polipéptidos

Se pueden cultivar células huésped que comprenden un vector de expresion del polipéptido MK61 usando medios
estandares bien conocidos por el técnico experto. Estos medios contendrdn normalmente todos los nutrientes nece-
sarios para el crecimiento y la supervivencia de las células. Los medios adecuados para cultivar células de E. coli
incluyen, por ejemplo, caldo Luria (LB) y/o Caldo Terric (TB). Los medios adecuados para cultivar células eucariotas
incluyen el medio 1640 del Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640), y el Medio Esencial Minimo (MEM) y/o
el Medio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), todos los cuales se pueden suplementar con suero yo factores de
crecimiento tal como se indica por la linea celular concreta que estd siendo cultivada. Un medio adecuado para cultivos
de insecto es el medio de Grace suplementado con yeastolate, hidrolizado de lactoalbimina, y/o suero de ternero fetal,
seglin sea necesario.

Normalmente, se aflade como suplemento a los medios un antibiético u otro compuesto ttil para el crecimiento
selectivo de las células transformadas. El compuesto que se va a usar estard dictado por el elemento marcador se-
leccionable presente en el plasmido con el que se transformé la célula huésped. Por ejemplo, cuando el elemento
marcador seleccionable es la resistencia a la kanamicina, el compuesto afiadido al medio de cultivo serd kanamicina.
Otros compuestos para el crecimiento selectivo incluyen ampicilina, tetraciclina y neomicina.

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2327102 T3

Se puede evaluar la cantidad de un polipéptido MK61 producido por una célula huésped usando procedimientos
estdndar conocidos en la técnica. Dichos procedimientos incluyen, sin limitacion, andlisis de transferencia Western,
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS, electroforesis en gel no desnaturalizante, separacion cromatografica, tal
como Cromatograffa Liquida de Alto Rendimiento (HPLC), inmunodeteccién tal como inmunoprecipitacion, y/o en-
sayos de actividad tales como ensayo de cambio de gel de unién al ADN.

Si se ha disefiado un polipéptido MK61 para segregarse desde las células huésped, 1la mayoria del polipéptido se
puede encontrar en el medio de cultivo celular. Si sin embargo, el polipéptido MK61 no se segrega desde las células
huésped, éste estard presente en el citoplasma y/o en el nicleo (de las células huésped eucariotas) o en el citosol (de
las células huésped bacterianas).

Se puede extraer un polipéptido MK61 situado en el citoplasma y/o en el nicleo de la célula huésped (de las
células huésped eucariotas) o en el citosol (de las células huésped bacterianas), en el material intracelular (que incluye
los cuerpos de inclusién de las bacterias gram negativas) de la célula huésped, usando cualquier técnica estandar
conocida por el técnico experto. Por ejemplo, las células huésped se pueden lisar para liberar los contenidos del
periplasma/citoplasma mediante prensa de French de choque osmético, homogenizacién, perturbacién enzimética,
exposicion a detergentes o cadtropos, y/o sonicacion seguida por centrifugacion.

Si un polipéptido MK61 ha formado cuerpos de inclusién en el citosol, los cuerpos de inclusién se pueden a
menudo unir a las membranas celulares internas y/o externas y de esta manera se encontrardn principalmente en el
material residual tras la centrifugacidn. A continuacién se puede tratar el material residual a pH extremos o con un
agente cadtropo tal como un detergente, guanidina, derivados de guanidina, urea, o derivados de urea en presencia
de un agente reductor tal como ditiotreitol a pH alcalino o triscarboxietilfosfina a pH 4cido para liberar, separar, y
solubilizar los cuerpos de inclusion. El polipéptido MK61 en su forma ahora soluble se puede a continuacién analizar
usando electroforesis en gel, inmunoprecipitacion o similar. Si se desea aislar el polipéptido MK61, se puede llevar
a cabo el aislamiento usando procedimientos estdndar tales como aquellos descritos en el presente documento y en
Marston y col., Meth. Enz., 182: 264-275 (1990).

En algunos casos, un polipéptido MK61 puede no ser bioldgicamente activo tras el aislamiento. Se pueden usar
diversos procedimientos para “replegar” o convertir el polipéptido a su estructura terciaria y generar enlaces disulfuro
para restaurar la actividad biolégica. Dichos procedimientos incluyen exponer el polipéptido solubilizado a un pH
normalmente superior a 7 y en presencia de una concentracién concreta de un caétropo. La seleccion del cadtropo es
muy similar a las elecciones usadas para la solubilizacién de los cuerpos de inclusién, pero normalmente, el cadtropo
se usa a una concentracion mds baja y no se usan necesariamente los mismos cadtropos para la solubilizacién. En la
mayor parte de los casos, la solucién de replegado/oxidacién contendra también un agente reductor o el agente reductor
mas su forma oxidada en una relacion especifica para generar un potencial redox concreto que permita que se produzca
el deslizamiento del disulfuro durante la formacién del(de los) puente(s) de cisteina de la proteina. Algunos de los
acoplamientos redox comuinmente usados incluyen cisteina/cistamina, glutation (GSH)/ditiobis GSH, cloruro cuproso,
ditiotreitol (DTT)/ditiano DTT, y 2-2 mercaptoetanol (bME)/ditio-b(ME). Se puede usar un cosolvente para aumentar
la eficacia del replegado, y los reactivos mas comunes usados para este objetivo incluyen glicerol, polietilenglicol de
diversos pesos moleculares, arginina y similares.

Si no se forman cuerpos de inclusién en un grado significativo tras la expresion de un polipéptido MK61, entonces
el polipéptido se encontrard principalmente en el sobrenadante tras la centrifugaciéon del homogenado celular. El
polipéptido puede aislarse ademds del sobrenadante usando procedimientos tales como los descritos en el presente
documento o conocidos de otra manera en la técnica.

Se puede llevar a cabo la purificacién de un polipéptido MKG61 a partir de la solucién usando una variedad de
técnicas, Si se ha sintetizado el polipéptido de tal manera que contiene una etiqueta tal como hexahistidina (polipéptido
MKG61(hexaHis) u otro péptido pequefio tal como FLAG (Eastman Kodak Co., New Haven, CT) o myc (Invitrogen,
Carlsbad, CA) en cualquiera de sus términos carboxilo o amino, se puede purificar éste en un procedimiento de una
etapa pasando la solucién a través de una columna de afinidad en la que la matriz de la columna tiene una afinidad
elevada por la etiqueta.

Por ejemplo, la polihistidina se une con gran afinidad y especificidad al niquel; de esta manera, se puede usar una
columna de afinidad de niquel (tal como columnas de niquel Quiagen®) para la purificacién del polipéptido/poliHis
de MKG61. Véase por ejemplo, Ausubel y col., eds., Current Protocols in Molecular Biology, Seccién 10.11.8, John
Wiley & Sons, New York (1993).

Adicionalmente, se puede purificar el polipéptido MK61 mediante el uso de un anticuerpo monoclonal que es
capaz de reconocer y unirse especificamente al polipéptido MK61.

Los procedimientos adecuados de purificacién incluyen de esta manera, sin limitacién, la cromatografia de afi-
nidad, la cromatografia de inmunoafinidad, la cromatografia de intercambio i6nico, la cromatografia mediante tamiz
molecular, la Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (HPLC), la electroforesis (que incluye la electroforesis en
gel natural) seguido por la elucién del gel, y la focalizacion isoeléctrica preparativa (maquina/técnica “Isoprime”,
Hoefer Scientific, San Francisco, CA). En algunos casos, se pueden combinar dos o mas técnicas de purificacion para
conseguir un aumento de la pureza.
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Se pueden preparar también los polipéptidos MK61 mediante procedimientos de sintesis quimica (tales como
sintesis de péptidos en fase sdlida) usando técnicas conocidas en la técnica, tales como aquellas que se muestran por
Merrifield y col., J. Am. Chem. Soc., 85: 2149 (1963), Houghten y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU, 82: 5132
(1985), y Stewart y Young, “Solid Phase Peptide Synthesis”, Pierce Chemical Co., Rockford, IL (1984). Se pueden
sintetizar dichos polipéptidos con o sin una metionina en el término amino. Los polipéptidos MK61 quimicamente
sintetizados se pueden oxidar usando los procedimientos que se muestran en estas referencias para formar puentes
disulfuro. Se espera que los polipéptidos MK61 quimicamente sintetizados tengan actividad biol6gica comparable a
la de los polipéptidos MK61 correspondientes producidos de manera recombinante o purificados a partir de fuentes
naturales, y de esta manera, se puedan usar de manera intercambiable con un polipéptido MK61 recombinante o
natural.

Otro medio de obtener un polipéptido MK61 es mediante la purificaciéon de muestras bioldgicas tales como una
fuente de tejidos y/o fluidos en las que el polipéptido MK61 se encuentra naturalmente. Se puede llevar a cabo di-
cha purificacién usando procedimientos de purificacién de proteinas tales como los que se describen en el presente
documento o tal como de otra manera conocida en la técnica. Se puede hacer el seguimiento de la presencia del poli-
péptido MK61 durante la purificacién, por ejemplo, usando un anticuerpo preparado frente al polipéptido MK61 o los
fragmentos péptidos del mismo producidos de manera recombinante.

Se conocen en la técnica numerosos procedimientos adicionales para producir dcidos nucleicos y polipéptidos, y se
pueden usar los procedimientos para producir polipéptidos que tengan especificidad por MK61. Véase, por ejemplo,
Roberts y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 94:12297-12303 (1997), que describe la produccioén de proteinas de
fusioén entre un ARNm y su péptido codificado. Véase también Roberts, R., Curr. Opin. Chem. Biol., 3: 268-273 (1999).
Adicionalmente, la Patente de los Estados Unidos n° 5.824.469 describe procedimientos para obtener oligonucleétidos
capaces de llevar a cabo una funcién biolégica especifica. El procedimiento implica generar una reserva heterogénea
de oligonucledtidos, teniendo cada uno una secuencia aleatorizada 5°, una secuencia preseleccionada central y una
secuencia aleatorizada 3’°. La reserva heterogénea resultante se introduce en una poblacion de células que no muestran
la funcién biolégica deseada. A continuacién se seleccionan las subpoblaciones de células para aquellas que presentan
una funcién bioldgica predeterminada. A partir de esta subpoblacién, se aislan los oligonucleétidos capaces de llevar
a cabo la funcién biolégica deseada.

Las Patentes de los Estados Unidos N 5.763.192, 5.814.476, 5.723.323 y 5.817.483 describen procedimientos
para producir péptidos o polipéptidos. Esto se realiza produciendo genes estocdsticos o fragmentos de los mismos, e
introduciendo a continuacién estos genes en células huésped que producen una o mas proteinas codificadas por los
genes estocdsticos. A continuacién se seleccionan las células huésped para identificar aquellos clones que producen
péptidos o polipéptidos que tienen la actividad deseada.

Otro procedimiento para producir péptidos o polipéptidos se describe en el documento PCT/US98/20094 (docu-
mento WO99/5650 presentado por Athersys, Inc. conocido como Activacion aleatoria de la expresion del gen para el
descubrimiento del gen (RAGE-GD, por sus siglas en inglés), el procedimiento implica la activacion de la expresion
de un gen enddgeno o la sobreexpresién de un gen mediante procedimientos de recombinacién in situ. Por ejemplo, la
expresion de un gen endégeno se activa o aumenta integrando una secuencia reguladora en la célula diana que es capaz
de activar la expresion del gen mediante recombinacién no homdloga o ilegitima. E1 ADN diana se somete en primer
lugar a radiacién, y se inserta un promotor genético. El promotor localiza aleatoriamente una rotura en el extremo
frontal 5° de un gen, iniciando la transcripcion del gen. Esto da como resultado la expresion del péptido o polipéptido
deseado.

Se apreciard que se pueden usar también estos procedimientos para crear bibliotecas comprehensivas de expresién
de proteinas similares a IL-17, que se pueden usar posteriormente para la seleccidn fenotipica de produccidn elevada
en una variedad de ensayos, tales como ensayos bioquimicos, ensayos celulares, y ensayos de organismos completos
(por ejemplo, planta, ratén, etc).

Derivados quimicos

Una persona experta en la técnica puede preparar derivados quimicamente modificados de los polipéptidos MK61,
siguiendo las descripciones que se muestran a continuacion en el presente documento. Los derivados del polipéptido
MKG61 se modifican de una manera que es diferente tanto en el tipo como en la localizacioén de las moléculas unidas al
polipéptido. Los derivados pueden incluir moléculas formadas por la deleccién de uno o mas grupos quimicos unidos
naturalmente. Se puede modificar el polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEC DE ID N*:
2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°:
14, 0o SEC DE ID N°: 16, o una variante del polipéptido MK61 mediante el enlace covalente de uno o més polimeros.
Por ejemplo, el polimero seleccionado es normalmente soluble en agua de tal manera que la proteina a la cual se
une no precipita en un entorno acuoso, tal como un entorno fisiolégico. Incluida dentro del alcance de los polimeros
adecuados estd una mezcla de polimeros. Preferiblemente, para el uso terapéutico de la preparacién de producto final,
el polimero serd farmacéuticamente aceptable.

Cada polimero puede ser de cualquier peso molecular y pueden estar ramificados o no ramificados. Cada polimero
tiene normalmente un peso molecular promedio de entre aproximadamente 2 kDa a aproximadamente 100 kDa (el tér-
mino “aproximadamente” indica que en las preparaciones de un polimero soluble en agua algunas moléculas tendran
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mads peso, algunas menos, que el peso molecular establecido). El peso molecular promedio de cada polimero esta pre-
feriblemente entre aproximadamente 5 kDa, aproximadamente 50 kDa, mds preferiblemente entre aproximadamente
12 kDa y aproximadamente 40 kDa y lo mds preferible entre aproximadamente 20 kDa y aproximadamente 35 kDa.

Los polimeros solubles en agua adecuados o las mezclas de los mismos incluyen, pero no se limitan a, carbo-
hidratos unidos a N o unidos a O; azicares; fosfatos; polietilenglicol (PEG) (incluyendo las formas de PEG que se
han usado para derivatizar proteinas, incluyendo monoalcoxi (C,-C) o ariloxi-polietilenglicol); monometoxi-polie-
tilenglicol; dextrano (tal como dextrano de bajo peso molecular de, por ejemplo 6 kDa); celulosa; u otros polimeros
basados en carbohidrato, poli-(N-vinil pirrolidona) polietilenglicol, homopolimeros de propilenglicol, un copolimero
de 6xido de propileno/éxido de etileno, polioles polioxietilados (por ejemplo, glicerol) y alcohol polivinilico. También,
abarcadas por la presente invencidn estdn las moléculas reticulantes bifuncionales que se pueden usar para preparar
multimeros unidos covalentemente del polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC DE ID N°:
2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N*:
14, o SEC DE ID N°: 16, o una variante del polipéptido MK61.

En general, se puede llevar a cabo la derivatizacién quimica en cualquier condicién adecuada usada para hacer
reaccionar una proteina con una molécula de polimero activada. Los procedimientos para preparar derivados quimicos
de los polipéptidos comprenderdn en general las etapas de (a) hacer reaccionar el polipéptido con una molécula de
polimero activada (tal como un éster o derivado de aldehido reactivos de la molécula del polimero) en condiciones
en las que el polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4,
SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N° 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID
N°: 16, o una variante del polipéptido MK61 llega a unirse a una o mas moléculas de polimero, y (b) obtener el(los)
producto(s) de reaccion. Las condiciones de reaccion 6ptimas se determinardan basandose en pardmetros conocidos y
en el resultado deseado. Por ejemplo, cuanto mayor es la relacién de moléculas de polimero: proteina, mayor es el
porcentaje de moléculas de polimero unidas. En una forma de realizacidn, el derivado del polipéptido MK61 puede
tener un resto Unico de molécula de polimero en el término amino (véase, por ejemplo, la Patente de los Estados
Unidos N° 5.234.784).

Se puede llevar a cabo especificamente la pegilacidn del polipéptido mediante cualquiera de las reacciones de pegi-
lacién conocidas en la técnica, tal como se describe por ejemplo en las siguientes referencias: Francis y col., Focus on
Growth Factors, 3: 4-10 (1992); Documentos EP 0154316; EP 0401384 y patente de los Estados Unidos N°. 4.179.337.
Por ejemplo, se puede llevar a cabo la pegilacién mediante una reaccién de acilacién o una reaccién de alquilacién
con una molécula de polietilenglicol reactiva (o un polimero soluble en agua reactivo andlogo) tal como se describe en
el presente documento. Para las reacciones de acilacion, el(los) polimero(s) seleccionado(s) deberia(n) tener un grupo
éster reactivo Unico, Para la alquilacién reductora, el(los) polimero(s) seleccionado(s) deberia(n) tener un grupo alde-
hido reactivo tnico. Un aldehido reactivo es, por ejemplo, propionaldehido de polietilenglicol, que es estable en agua,
o los derivados monoalcoxi C,;-C, o ariloxi del mismo (véase la Patente de los Estados Unidos n°® 5.252.714).

En otra forma de realizacién, se pueden acoplar quimicamente los polipéptidos MK61 a biotina, y se permite a
continuacién que las moléculas de biotina/polipéptido MK61 que estdn conjugadas se unan a la avidina, dando como
resultado moléculas de avidina tetravalente/biotina/polipéptido MK61. Se pueden acoplar también covalentemente los
polipéptidos MK61 a dinitrofenol (DNP) o trinitrofenol (TNP) y los conjugados resultantes precipitarse con anti-DNP
o anti-TNP-IgM para formar conjugados decaméricos con una valencia de 10.

En general, las dolencias que se pueden mitigar o modular mediante la administracién de los presentes derivados
del polipéptido MK61 incluyen aquellas descritas en el presente documento para los polipéptidos MK61. Sin embargo,
los derivados del polipéptido MK61 descritos en el presente documento pueden tener actividades adicionales, actividad
biolégica potenciada o reducida, u otras caracteristicas, tales como un aumento o disminucién de la semivida, en
comparacién con las moléculas no derivatizadas.

Animales no humanos diseiiados mediante ingenieria genética

Adicionalmente incluidos dentro del alcance de la presente invencion estdn los animales no humanos tales como
ratones, ratas, conejos, u otros roedores, conejos, cabras u ovejas, u otros animales de granja, en los que se ha (tienen)
perturbado el gen (o genes) que codifican el polipéptido MK61 natural (“careciendo de”) de tal manera que el nivel
de expresion de este gen o genes estd significativamente disminuido o completamente eliminado. Se pueden preparar
dichos animales usando las técnicas y procedimientos tales como las descritas en la Patente de los Estados Unidos N°
5.557.032.

La presente invencién incluye ademds animales no humanos tales como ratones, ratas u otros roedores, conejos,
cabras, ovejas, u otros animales de granja en los que cualquier forma natural del(de los) gen(s) MK61 para este animal
o un(unos) gen(es) MK61 heter6logo(s) se sobreexpresa(n) por el animal, creando por tanto un animal “transgénico”.
Dichos animales transgénicos se pueden preparar usando procedimientos bien conocidos tales como aquellos descritos
en la Patente de los Estados Unidos N° 5.489.743 y la Solicitud PCT N° W094/28122.

La presente invencién incluye ademds animales no humanos en los que el promotor de uno o mas de los polipép-
tidos MK61 de la presente invencion estd tanto activado como inactivado (por ejemplo, usando procedimientos de
recombinacién homdloga) para alterar el nivel de expresion de uno o més de los polipéptidos MK61 naturales.
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Se pueden usar estos animales no humanos para seleccionar farmacos candidatos. En dicha seleccidn, se puede
medir el impacto de un firmaco candidato sobre el animal, por ejemplo, los firmacos candidatos pueden disminuir o
aumentar la expresion del gen MK61. En algunas formas de realizacidn, se puede medir la cantidad de polipéptido
MKG61 que se produce tras la exposiciéon del animal al fidrmaco candidato. Adicionalmente, en algunas formas de
realizacion, se puede detectar el impacto real del farmaco candidato sobre el animal. Por ejemplo, la sobreexpresion
de un gen concreto puede dar como resultado una, o asociarse con una, enfermedad o dolencia patoldgica. En dichos
casos, se puede ensayar la capacidad de un farmaco candidato para disminuir la expresién del gen o su capacidad
para evitar, inhibir, o eliminar una dolencia patolégica. En otros ejemplos, la produccién de un producto metabdlico
concreto tal como fragmento de un polipéptido puede dar como resultado una, o asociarse con, una enfermedad
o dolencia patolégica. En dichos casos, se puede ensayar la capacidad de un firmaco candidato para disminuir la
produccién de dicho producto metabdlico o su capacidad para evitar, inhibir, o eliminar una dolencia patoldgica.

Micromatriz

Se apreciard que se puede utilizar tecnologia de micromatriz de ADN de acuerdo con la presente invencion. Las
micromatrices de ADN son matrices de alta densidad de dcidos nucleicos en miniatura posicionadas sobre un soporte
s6lido, tal como vidrio. Cada célula o elemento en el interior de la matriz tiene numerosas copias de una especie
unica de ADN que actiia como diana para la hibridacién de su ARNm andlogo. En el perfilado de la expresiéon usando
tecnologia de micromatrices de ADN, se extrae en primer lugar el ARNm a partir de una muestra de células o tejido
y a continuacién se convierte enzimaticamente en ADNc marcado fluorescentemente. Este material se hibrida en la
micromatriz y el ADNc no unido se elimina mediante lavado. A continuacién se visualiza la expresion de los genes
discretos representados sobre la matriz cuantificando la cantidad de ADNc marcado que se une especificamente a
cada ADN diana. De esta manera se puede cuantificar la expresion de miles de genes con una elevada produccion, de
manera paralela a la de una muestra tnica de material bioldgico.

El perfilado de esta expresion de produccién elevada tiene un amplio intervalo de aplicaciones con respecto a las
moléculas de MK61 de la invencién, incluyendo, pero sin limitarse a: la identificacién y validacién de genes MK61
relacionados con enfermedades como dianas par composiciones terapéuticas; la toxicologia molecular de las moléculas
MKG61 y los inhibidores de las mismas; la estratificacion de las poblaciones y la generacién de sustitutos de marcadores
para ensayos clinicos; y la potenciacién del descubrimiento de un fairmaco de molécula pequefia relacionado con MK61
ayudando en la identificacidn de los compuestos selectivos en selecciones de produccién elevada (HTS).

Agentes de union selectiva

Tal como se usa en el presente documento, el término “agente de unidn selectiva” se refiere a una molécula que
tiene especificidad por uno o mas polipéptidos MK61. Los agentes de unidn selectiva adecuados incluyen, pero no se
limitan a, anticuerpos y derivados de los mismos, polipéptidos, y moléculas pequefias. Se pueden preparar los agentes
de unién selectiva adecuados usando los procedimientos conocidos en la técnica. Un agente de unidn selectiva de un
polipéptido MK61 como ejemplo de la presente invencion es capaz de unirse a alguna porcién del polipéptido MK61
inhibiendo por tanto la unién del polipéptido al(a los) receptor(es) del polipéptido MK61.

Los agentes de unién selectiva tales como los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo que se unen a los polipéptidos
MKG61 estdn comprendidos dentro del alcance de la presente invencién. Los anticuerpos pueden ser policlonales,
incluyendo los policlonales monoespecificos, monoclonales (MAb), recombinantes, quiméricos, humanizados tales
como injertados a CDR, humanos, de cadena tinica, y/o biespecificos, asi como los fragmentos, variantes o derivados
d los mismos. Los fragmentos de anticuerpos incluyen aquellas porciones del anticuerpo que se unen a un epitopo sobre
el polipéptido MK61. Los ejemplos de dichos fragmentos incluyen fragmentos Fab y F(ab’) generados mediante rotura
enzimdtica de anticuerpos de longitud completa. Otros fragmentos de unién incluyen aquellos generados mediante
técnicas de ADN recombinante, tales como la expresion de pldsmidos recombinantes que contienen secuencias de
acido nucleico que codifican regiones variables del anticuerpo.

Los anticuerpos policlonales dirigidos hacia un polipéptido MK61 se producen en general en animales (por ejem-
plo, conejos o ratones) por medio de miltiples inyecciones subcutdneas, intramusculares o intraperitoneales de poli-
péptido MK61 y un adyuvante. Puede ser ttil conjugar un polipéptido para una proteina vehiculo que sea inmundgena
en la especie que se va a inmunizar, tal como la hemocianina de lapa californiana, suero, albimina, tiroglobulina bovi-
na, o inhibidor de tripsina de soja. También, se usan agentes de agregacién como aliimina para potenciar la respuesta
inmune. Tras la inmunizacién, los animales se sangran y se ensaya el suero para determinar el titulo de anticuerpos
del polipéptido anti-mK61.

Los anticuerpos monoclonales dirigidos hacia un polipéptido MK61 se producen usando cualquier procedimiento
que proporcione la produccion de moléculas de anticuerpos mediante lineas celulares continuas en cultivo. Los ejem-
plos de procedimientos adecuados para preparar anticuerpos monoclonales incluyen los procedimientos del hibridoma
de Kohler y col., Nature, 256: 495-497 (1975) y el procedimiento del hibridoma de células B humanas, Kozbor, J.
Immunol., 133: 3001 (1984) y Brodeur y col., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp.
51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987). La invencién proporciona también lineas celulares de hibridoma que
producen anticuerpos monoclonales reactivos con los polipéptidos MK61.
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Se pueden modificar los anticuerpos monoclonales de la invencién para uso como agentes terapéuticos. Una forma
de realizacién es un anticuerpo “quimérico” en el que una porcidén de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homdélo-
ga a una secuencia correspondiente en los anticuerpos derivados de una especie concreta o que pertenecen a una clase
o subclase concreta de anticuerpos, mientras que el(los) restos(s) de la(s) cadena(s) es/son idéntico(s) u homoélogo(s) a
una secuencia correspondiente en los anticuerpos derivados de otra especie o que pertenecen a otra clase o subclase de
anticuerpos. Se incluyen también los fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que presenten la actividad bioldgica
deseada. Véanse, la Patente de los Estados Unidos n°® 4.816.567 y Morrison y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU, 81:
6851-6855 (1985).

En otra forma de realizacién, un anticuerpo monoclonal de la invencién es un anticuerpo “humanizado”. Se cono-
cen bien en la técnica los procedimientos para humanizar anticuerpos no humanos (véanse las Patentes de los Estados
Unidos N* 5.585.089, y 5.693.762). En general, un anticuerpo humanizado tiene uno o mds restos de aminoacidos
introducidos en éste procedentes de una fuente que no es humana. Se puede llevar a cabo la humanizacidn, por ejem-
plo, usando los procedimientos descritos en la técnica (Jones y col., Nature 321: 522-525 (1986); Riechmann y col.,
Nature, 332: 323-327 (1988); Verhoeyen y col., Science 239: 1534-1536 (1988)), sustituyendo al menos una porcién
de una regién determinante de la complementariedad en un roedor (CDR) para las regiones correspondientes de un
anticuerpo humano.

Abarcados también por la invencién estdn los anticuerpos humanos que se unen a los polipéptidos, fragmentos,
variantes y/o derivados de MK61. Usando animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que sean capaces de producir
un repertorio de anticuerpos humanos en ausencia de produccién de inmunoglobulina endégena, dichos anticuerpos
se producen mediante inmunizacién con un antigeno de MK61 (es decir, tienen al menos 6 aminoacidos contiguos),
opcionalmente conjugado con un vehiculo. Véanse, por ejemplo, Jakobovits y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU.,
90: 2551-2555 (1993); Jakobovits y col., Nature, 362: 255-258 (1993) y Bruggermann y col., Year in Immunol.,
7: 33 (1993). En un procedimiento, dichos animales transgénicos se producen incapacitando los locus endégenos que
codifican las cadenas de inmunoglobulina pesada y ligera de los anteriores, e insertando 4cidos nucleicos que codifican
las proteinas de cadena pesada y ligera humanas en el genoma de los mismos. Los animales parcialmente modificados,
que son aquellos que tienen menos del complemento completo de modificaciones, se cruzan a continuacién entre
si para obtener un animal que tenga todas las modificaciones deseadas del sistema inmune. Cuando se administra
un inmundgeno, estos animales transgénicos producen anticuerpos con regiones variables humanas, que incluyen
secuencias de aminodcidos humanas (en lugar de, por ejemplo, murino), que incluyen regiones variables que son
inmunoespecificas para estos antigenos. Véanse las solicitudes PCT n® PCT/US96/05928 y PCT/US93/06926. Se
describen procedimientos adicionales en la Patente de los Estados Unidos N° 5.545.807, en las solicitudes PCT n®
PCT/US91/245, PCT/GB89/01207, y en los documentos EP 546073B1 y EP 546073A1. Se pueden producir también
anticuerpos humanos mediante la expresién de ADN recombinante en células huésped o mediante la expresiéon en
células de hibridoma tal como se describe en el presente documento.

En una forma de realizacién alternativa, se pueden producir anticuerpos humanos a partir de bibliotecas para
despliegue en fagos (Hoogenboom y col., J. Mol. Biol. 227: 381 (1991) y Marks y col., J. Mol. Biol. 222: 581 (1991)).
Estos procedimientos imitan la identificaciéon inmune mediante el despliegue de repertorios de anticuerpos sobre la
superficie de bacteridfagos filamentosos, y la seleccion posterior del fago para su unién a un antigeno de eleccion. Se
describe una de dichas técnicas en la Solicitud PCT N° PCT/US98/17364, presentada a nombre de Adams y col. que
describe el aislamiento de anticuerpos agonistas de elevada afinidad y funcionalidad para los receptores MPL y msk
que usan dicha hipétesis.

Los anticuerpos quiméricos, injertos de CDR, y humanizados se producen normalmente mediante procedimientos
recombinantes. Los dcidos nucleicos que codifican los anticuerpos se introducen en las células huésped y se expresan
usando los materiales y procedimientos descritos en el presente documento o conocidos en la técnica. En una forma
de realizacién preferida, los anticuerpos se producen en células huésped de mamiferos, tales como células CHO. Se
pueden producir anticuerpos monoclonales (por ejemplo, humanos) mediante la expresion de ADN recombinante en
las células huésped o mediante la expresion en células de hibridoma tal como se describe en el presente documento.

Se pueden emplear los anticuerpos anti-MK61 de la invencién en cualquier procedimiento de ensayo conocido,
tales como ensayos de unién competitiva, ensayos de tipo sdndwich directos e indirectos, y ensayos de inmunoprecipi-
tacion (Sola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, pp. 147-158 (CRC Press, Inc., 1987)) para la deteccién
y cuantificacion de polipéptidos MK61. Los anticuerpos se unirdn a los polipéptidos MK61 con una afinidad que es
apropiada para el procedimiento de ensayo que se estd empleando.

Para aplicaciones en diagndstico, en algunas formas de realizacidn, se pueden marcar los anticuerpos anti-MK61
con un resto detectable. El resto detectable puede ser cualquiera que sea capaz de producir, tanto directa como indirec-
tamente, una sefial detectable. Por ejemplo, el resto detectable puede ser un radioisétopo, tal como *H, *C, #P, **S, o
125T; un compuesto fluorescente o quimioluminiscente, tal como isotiocianato de fluoresceina, rodamina, o luciferina;
0 un enzima, tal como fosfatasa alcalina, 8-galactosidasa, o peroxidasa de rdbano picante (Bayer y col., Meth. Enz.,
184: 138-163 (1990)).

Los ensayos de unién competitiva se basan en la capacidad de un patrén marcado (por ejemplo, un polipéptido
MKG61, o una porcién inmunoldgicamente reactiva del mismo) para competir con el analito de la muestra de ensayo (un
polipéptido MK61) por la unién con una cantidad limitada de anticuerpo anti-MKG61. La cantidad de polipéptido MK61
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en la muestra de ensayo es inversamente proporcional a la cantidad de patrén que llega a unirse con los anticuerpos.
Para facilitar la determinacion de la cantidad de patrén que llega a unirse, los anticuerpos normalmente se insolubilizan
antes o después de la competicién, de manera que el estdndar y el analito que se unen con los anticuerpos se pueden
separar convenientemente a partir del patrén y el analito que permanecen sin unir.

Los ensayos de tipo sdndwich implican normalmente el uso de dos anticuerpos, capaz cada uno de unirse a una
porcién inmundgena diferente, o epitopo, de la proteina que se va a detectar y/o cuantificar. En un ensayo de tipo
sandwich, el analito de la muestra de ensayo se une normalmente mediante un primer anticuerpo que se inmoviliza
sobre un soporte sélido, y después de eso un segundo anticuerpo se une al analito, formando de esta manera un
complejo insoluble de tres partes. Véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos n° 4.376.110. El segundo
anticuerpo €l mismo estar marcado con un resto detectable (ensayos de tipo sandwich directos) o se puede medir
usando un anticuerpo anti-inmunoglobulina que se marca con un resto detectable (ensayos de tipo sandwich indirectos)
Por ejemplo, un tipo de ensayo de tipo sdndwich es un ensayo inmunosorbente unido a enzima (ELISA), en cuyo caso,
el resto detectable es un enzima.

Los agentes de unién selectiva de la invencidn, incluyendo los anticuerpos anti-MK61, son también ttiles para la
formacién de imagen in vivo. Se puede administrar un anticuerpo marcado con un resto detectable a un animal, prefe-
riblemente en el torrente sanguineo, y se ensaya la presencia y la ubicacion del anticuerpo marcado en el huésped. Se
puede marcar el anticuerpo con cualquier resto que sea detectable en un animal, tanto mediante resonancia magnética
nuclear, radiologia, como por otros medios de deteccién conocidos en la técnica.

Se pueden usar los agentes de unién selectiva de la invencidn, incluyendo los anticuerpos, como agentes terapéuti-
cos. Estos agentes terapéuticos son en general agonistas o antagonistas porque potencian o reducen, respectivamente,
al menos una de las actividades bioldgicas de un polipéptido MK61. En una forma de realizacion, los anticuerpos
antagonistas de la invencién son anticuerpos o fragmentos de unién de los mismos que son capaces de unirse espe-
cificamente a un polipéptido MK61 y que son capaces de inhibir o eliminar la actividad funcional de un polipéptido
MKG®61 in vivo o in vitro. En las formas de realizacién preferidas, el agente de unién selectiva, por ejemplo, un anti-
cuerpo antagonista, inhibird la actividad funcional de un polipéptido MK61 en al menos aproximadamente un 50%,
y preferiblemente en al menos aproximadamente un 80%. En otra forma de realizacion, el agente de unién selectiva
puede ser un anticuerpo que es capaz de interactuar con una pareja de unién de MK61 (un ligando o un receptor)
inhibiendo o eliminando por tanto la actividad de MKG61 in vitro o in vivo. Los agentes de unién selectiva, que in-
cluyen anticuerpos agonistas y antagonistas de antiMK61, se identifican mediante ensayos de seleccion que son bien
conocidos en la técnica.

La invencion se refiere también a un kit que comprende agentes de unién selectiva de MK61 (tales como anticuer-
pos) y otros reactivos utiles para detectar los niveles del polipéptido Mk61 en muestras biolégicas. Dichos reactivos
pueden incluir una marca detectable, suero de bloqueo, muestras control positivas y negativas, y reactivos de deteccion.

Se pueden usar polipéptidos MK61 para clonar el(los) ligando(s) de MK61 usando una estrategia de “clonacién de
la expresion”. Se pueden usar el polipéptido MK61 o el polipéptido MK61 “etiquetado para afinidad/actividad™ (tal
como una fusién Fc o una fusién mediante fosfatasa alcalina) radiomarcados con (‘*yodo) en ensayos de unién para
identificar un tipo celular o una linea celular o tejido que expresa el(los) ligando(s) de MK61. A continuacién se puede
convertir el ARN aislado de dichas células o tejidos en ADNc, clonarse en un vector de expresion en mamiferos, y
transfectarse en células de mamiferos (por ejemplo, COS, o 293) para crear una biblioteca de expresion. El polipéptido
MKG61 radiomarcado o etiquetado se puede usar a continuacién como reactivo de afinidad para identificar y aislar
el subconjunto de células en esta biblioteca que expresan el(los) ligando(s) de MK61. A continuacién se aisla el
ADN de estas células y se transfecta en células de mamiferos para crear una biblioteca de expresion secundaria en
la que la fraccién de células que expresan el(los) ligando(s) de MK61 podria ser muchas veces superior que en la
biblioteca original. Este procedimiento de enriquecimiento se puede repetir iterativamente hasta que se afsla un clon
recombinante Unico que contiene un ligando de MK61. El aislamiento del(de los) ligando(s) de MK61 es util para
identificar o desarrollar agonistas y antagonistas novedosos de la ruta de sefializacion de MK61. Dichos agonistas
y antagonistas incluyen el(los) ligando(s) de MK61, los anticuerpos del ligando anti-MK61, moléculas pequefias u
oligonucleétidos de sentido contrario. Se puede usar estos para tratar, prevenir, o diagnosticar una o mis enfermedades
o trastornos, que incluyen los descritos en el presente documento.

Ensayo de diferentes moduladores de la actividad del polipéptido MK61

En algunas situaciones, puede ser deseable identificar moléculas que son moduladores, es decir, agonistas o anta-
gonistas de la actividad del polipéptido MK61. Se pueden identificar las moléculas naturales o sintéticas que modulan
el polipéptido tipo MK61 usando uno o més ensayos de seleccidn, tales como los descritos en el presente documento.
Se pueden administrar dichas moléculas tanto en una manera ex vivo como en una manera in vivo mediante inyeccion,
o mediante dosificacién oral, dispositivo de implante o similar.

“Molécula(s) de ensayo” se refiere a la(s) molécula(s) que estd/estan en evaluacion para la capacidad de modular
(es decir, aumentar o disminuir) la actividad de un polipéptido MK61. Méas habitualmente, una molécula de ensayo
interactuard directamente con un polipéptido MK61. Sin embargo, se contempla también que una molécula de ensayo
puede modular también la actividad del polipéptido MK61 indirectamente, tal como afectando la expresion del gen
MKG61, o uniéndose a una pareja de unién de MK61 (por ejemplo, receptor o ligando). En una forma de realizacion,
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una molécula de ensayo se unird a un polipéptido MK61 con una constante de afinidad de al menos aproximadamente
107° M, preferiblemente aproximadamente 10~® M, més preferiblemente aproximadamente 10~ M, e incluso més
preferiblemente aproximadamente 1071 M.

La presente invencién abarca procedimientos para identificar los compuestos que interactiian con los polipéptidos
MKG61. En algunas formas de realizacidn, se incuba un polipéptido MK61 con una molécula de ensayo en condiciones
que permitan la interaccidon de la molécula de ensayo con un polipéptido Mk61, y se pueda medir la extension de la
interaccién. Se puede(n) seleccionar la(s) molécula(s) de ensayo en forma sustancialmente purificada o en una mezcla
bruta.

En algunas formas de realizacion, un polipéptido MK61 agonista o antagonista puede ser una proteina, péptido,
carbohidrato, lipido o molécula de peso molecular pequefio que interactda con el polipéptido MK61 para regular su
actividad. Las moléculas que regulan la expresion del polipéptido MK61 incluyen 4cidos nucleicos que son com-
plementarias a los dcidos nucleicos que codifican un polipéptido MK61, o son complementarias a las secuencias de
dcido nucleico que dirigen o controlan la expresion del polipéptido MK61, y que actian como reguladores de sentido
contrario de la expresion.

Una vez se ha identificado un conjunto de moléculas de ensayo como interactuantes con un polipéptido Mk61, las
moléculas se pueden evaluar adicionalmente para su capacidad para aumentar o disminuir la actividad del polipéptido
Mk61. Se puede llevar a cabo la medida de la interaccidn de las moléculas de ensayo con los polipéptidos MK61
en diversos formatos, que incluyen los ensayos de unién basados en células, los ensayos de unién a membrana, los
ensayos en fase de solucién y los inmunoensayos. En general, las moléculas de ensayo se incuban con un polipéptido
Mk61 durante un periodo especificado de tiempo, y se determina la actividad del polipéptido MK61 mediante uno o
mads ensayos para medir la actividad bioldgica.

Se puede ensayar también la interaccidon de las moléculas de ensayo con los polipéptidos Mk61 directamente
usando anticuerpos policlonales o monoclonales en un inmunoensayo. Alternativamente, se pueden usar en los inmu-
noensayos formas modificadas de polipéptidos MK61 que contienen etiquetas de epitopos, tal como se describe en el
presente documento.

En el caso que se evalde el que los polipéptidos MK61 muestren actividad biolégica mediante una interaccién
con una pareja de unién (por ejemplo, un receptor o un ligando) se puede usar una variedad de ensayos in vitro para
medir la unién de un polipéptido MK61 con la correspondiente pareja de unién (tal como un agente de unién selectiva,
receptor o ligando). Se usaron estos ensayos para seleccionar las moléculas de ensayo por su capacidad para aumentar
o disminuir la velocidad y/o la extensién de la unién de un polipéptido MK61 con su pareja de unién. En un ensayo,
se inmoviliza un polipéptido MK61 en los pocillos de una placa de microvaloracién. Se afiaden la pareja de unién de
Mk61 radiomarcada (por ejemplo, la pareja de uniéon de MK61 yodada) y la(s) molécula(s) de ensayo de una en una
(en cualquier orden) o simultineamente en los pocillos. Tras la incubacidn, se lavan los pocillos y se cuenta (usando
un contador por centelleo) la radioactividad para determinar la extensién con la cual se une la pareja de unién al
polipéptido MK61. Normalmente, las moléculas de ensayardn en un intervalo de concentraciones, y se puede usar una
serie de pocillos control que carezcan de uno o mds elementos de los ensayos del test para conseguir precisién en la
evaluacién de los resultados. Una alternativa a este procedimiento implica invertir las “posiciones” de las proteinas, es
decir, inmovilizar la pareja de unién de MK61 en los pocillos de la placa de microvaloracién, incubar con la molécula
de ensayo y el polipéptido MK61 radiomarcado, y determinar la extensién de la unién del polipéptido MK61. Véase,
por ejemplo, el capitulo 18 de Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel y col., eds., John Wiley & Sons, Nueva
York, NY (1995).

Como alternativa al radiomarcado, se pueden conjugar un polipéptido MK61 o su pareja de unién con biotina
y a continuacion se puede detectar la presencia de la proteina biotinilada usando estreptavidina unida a un enzima,
tal como peroxidasa de rdbano picante (HRP) o fosfatasa alcalina (AP), se detecta colorimétricamente o mediante
etiquetado fluorescente de estreptavidina. Se puede usar también un anticuerpo dirigido a un polipéptido MK61 o a
una pareja de uniéon de MK61 y conjugarse con biotina y se puede detectar tras incubacion con estreptavidina unida a
enzima unida a AP o HRP.

Se puede inmovilizar también un polipéptido MK61 o una pareja de unién de MK61 mediante unién a perlas de
agarosa, perlas acrilicas u otros tipos de dichos sustratos inertes en fase sélida. Se puede colocar el complejo sustrato-
proteina en una solucién que contenga la proteina complementaria y el compuesto de ensayo. Tras la incubacién, se
precipitan las perlas mediante centrifugacion, y se puede ensayar la cantidad de unién entre un polipéptido MK61
y su pareja de uni6én usando los procedimientos descritos en el presente documento. Alternativamente, el complejo
sustrato-proteina se inmoviliza en una columna, y la molécula de ensayo y la proteina complementaria se hacen pasar
a través de la columna. Se ensaya la formacién de un complejo entre un polipéptido MK61 y su pareja de unién usando
cualquiera de las técnicas que se muestran en el presente documento, es decir, el radiomarcado, la unién del anticuerpo
o similar.

Otro ensayo in vitro que es Util para identificar una molécula de ensayo que aumenta o disminuye la formacién de
un complejo entre un polipéptido MK61 y una pareja de unién de MK61 es un sistema detector de resonancia de plas-
mon superficial tal como un sistema de ensayo BIAcore (Pharmacia, Piscataway, NJ). Se puede llevar a cabo el sistema
BIAcore usando el protocolo del fabricante. Este ensayo implica esencialmente la unién covalente de cualquier poli-

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2327102 T3

péptido MKG61 o una pareja de unién de MK61 con un chip sensor recubierto con dextrano que se ubica en un detector.
A continuacién se puede inyectar el compuesto de ensayo y la otra proteina complementaria, tanto simultdnea como
secuencialmente, en la cdmara que contiene el chip sensor. Se puede ensayar la cantidad de proteina complementaria
que se une basandose en el cambio en la masa molecular que se asocia fisicamente con la cara recubierta de dextrano
del chip sensor. Se puede medir el cambio en la masa molecular mediante el sistema detector.

En algunos casos, puede ser deseable evaluar dos o mds compuestos de ensayo conjuntamente para su capacidad
de aumentar o disminuir la formacién de un complejo entre un polipéptido MK61 y una pareja de unién de MK61. En
estos casos, los ensayos que se muestran en el presente documento se pueden modificar facilmente afiadiendo dicho(s)
compuesto(s) de ensayos adicional(es) tanto simultineamente con como posterior a, el primer compuesto de ensayo.
El resto de las etapas en el ensayo son tal como se muestran en el presente documento.

Se pueden usar ventajosamente ensayos in vitro tal como los descritos en el presente documento para seleccionar
gran nimero de compuestos por los efectos sobre la formacién del complejo entre un polipéptido MK61 y una pareja
de unién de MK61 Se pueden automatizar los ensayos para seleccionar los compuestos generados en el despliegue de
fagos, bibliotecas de péptidos sintéticos y sintesis quimica.

Se pueden seleccionar también los compuestos que aumentan o disminuyen la formacién de un complejo entre un
polipéptido MK61 y una pareja de unién de MK61 en un cultivo celular usando células y lineas celulares que expresen
tanto el polipéptido MK61 como la pareja de unién de MK61. Se pueden obtener las células y lineas celulares de
cualquier mamifero, pero preferiblemente seran de fuentes de ser humano u otro primate, canido o roedor. Se evalia la
union de un polipéptido MK61 con las células que expresan la pareja de uniéon de MK61 en la superficie en presencia
o ausencia de moléculas de ensayo, y se puede determinar la extensién de la unién mediante, por ejemplo, citometria
de flujo que usa un anticuerpo biotinilado para una pareja de unién de MK61. Se pueden usar ensayos de cultivos
celulares ventajosamente para evaluar los compuestos que puntian positivo en los ensayos de unién de la proteina que
se describen en el presente documento.

Se pueden usar también cultivos celulares para seleccionar el impacto de un farmaco candidato. Por ejemplo, los
farmacos candidatos pueden disminuir o aumentar la expresién del gen MK61. En algunas formas de realizacion,
se puede medir la cantidad de polipéptido MK61 que se produce tras la exposicién del cultivo celular al farmaco
candidato. En algunas formas de realizacién, se puede detectar el impacto real del farmaco candidato sobre el cultivo
celular. Por ejemplo, la sobreexpresion de un gen concreto puede tener un impacto concreto sobre el cultivo celular. En
dichos casos, se puede ensayar la capacidad de un fairmaco candidato para aumentar o disminuir la expresion del gen
o su capacidad para evitar o inhibir un impacto concreto sobre el cultivo celular. En otros ejemplos, la produccién de
un producto metabdlico concreto tal como un fragmento de un polipéptido puede dar como resultado una, o asociarse
con una, enfermedad o dolencia patolégica. En dichos casos, se puede ensayar la capacidad de un farmaco candidato
para disminuir la produccién de dicho producto metabélico en un cultivo celular.

Se puede usar un sistema de levadura doble hibrido (Chien y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU, 88: 9578-9583
(1991)) para identificar polipéptidos novedosos que se unan a, o interactien con, polipéptidos MK61. Como ejemplo,
se pueden usar constructos hibridos que comprendan un ADN que codifique una region citopldsmica de un polipéptido
MKG61 fusionada a una regién de unién del ADN de la levadura GAL4 como un pldsmido cebo doble hibrido. Se pue-
den caracterizar ademds los clones positivos que emergen de la seleccion para identificar las proteinas interactuantes.

Inhibidores de P38

Una nueva hipdtesis de intervencion entre el estimulo extracelular y la secrecion de I1-1 y TNFa procedentes de
la célula implica bloquear la transduccién de la sefial mediante la inhibicién de una quinasa que se basa en la ruta
de la sefial. Un ejemplo es a través de la inhibicion de P-38 (denominado también “RK” o “SAPK-2”, Lee y col.,
Nature, 372: 739 (1994)), una conocida quinasa ser/thr (clon informado en Han y col., Biochimica Biophysica Acta,
1265: 224-227 (1995)). Se ha demostrado una relacion lineal para la eficacia en un ensayo de unién competitiva con
P-38, y el mismo inhibidor que disminuye los niveles de secrecién de IL-1 de los monocitos tras la estimulacién de
LPS. Tras la estimulacién de LPS de los monocitos, se ha demostrado que los niveles del ARN mensajero de TNFa
aumentan 100 veces, pero los niveles de proteinas de TNFa aumentan 10.000 veces. De esta manera, se produce una
considerable amplificacién de la sefializacién de TNF a nivel traduccional. Tras la estimulacién de LPS de los mono-
citos en presencia de un inhibidor P-38 no se afectan los niveles de]l ARNm, pero los niveles de una proteina TNF final
se reducen drasticamente (hasta un 80-90% dependiendo de la eficacia del inhibidor P-38. De esta manera, los ante-
riores experimentos prestan un fuerte apoyo a la conclusion de que la inhibicién de P-38 conduce a una disminucién
de la eficacia traduccional. Se encuentra una evidencia adicional de que TNFea estd bajo control traduccional en los
experimentos de deleccién de Beutler y col. y Lee, en los que los segmentos del ARNm 3’ no traducido (3’ UTR) se
eliminan dando como resultado una elevada eficacia traduccional de TNFa. De forma mds importante, los inhibidores
P-38 no tienen un efecto sobre el nivel de TNFa (es decir, la eficacia traduccional) cuando se eliminan los segmentos
apropiados del ARNm de TNFa. De esta manera, los datos correlativos entre el nivel de unién de los inhibidores de
P-38 y la disminucién de los niveles de IL-1 y TNFa tras la estimulacién de LPS con los mismos inhibidores, mds la
evidencia bioquimica anterior con respecto al efecto de los inhibidores P-38 sobre la eficacia traduccional de TNFa
e IL-1 producen una fuerte relacién causa efecto. Se esta dibujando todavia el papel de P-38 en la célula, por tanto,
pueden estar disponibles otros efectos beneficiosos con respecto a las enfermedades inflamatorias u otros estados de
enfermedad obtenidos a partir de su inhibicién.
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Niveles elevados de TNFa y/o IL-1 pueden contribuir al inicio, la etiologia, o agravar numerosos estados de en-
fermedad, que incluyen, pero no se limitan a: artritis reumatoide; osteoartritis; espondilitis reumatoide; artritis gotosa;
enfermedad inflamatoria del intestino, sindrome de dificultad respiratoria del adulto (SDRA), psoriasis; enfermedad
de Crohn, rinitis alérgica; colitis ulcerosa; anafilaxis; dermatitis de contacto, asmas; terapia antivirica que incluye
aquellos virus sensibles a la inhibicién de TNFe - VIH-1, VIH-2, VIH-3, citomegalovirus (CMV), gripe, adenovirus
y los virus del herpes que incluyen VHS-1, VHS-2, y herpes zoster; degeneracion del misculo; caquexia; sindrome de
Reiter; diabetes tipo II; enfermedades de resorcién del hueso; injerto frente a reaccién del huésped; lesion por reper-
fusién de isquemia, aterosclerosis, trauma cerebral; enfermedad de Alzheimer; esclerosis multiple, malaria cerebral;
septicemia; choque séptico; sindrome de choque toxico; fiebre y mialgias debido a infeccion.

Se han descrito compuestos de imidazol, pirrol, piridina, pirimidina sustituidos y similares para el uso en el trata-
miento de las enfermedades mediadas por citoquina mediante la inhibicién de citoquinas proinflamatorias, tales como
IL-1; IL-6, IL-8, y TNF. Se han descrito imidazoles sustituidos para uso en el tratamiento de las enfermedades me-
diadas por citoquina en la Patente de los Estados Unidos N° 5.593.992; los documentos W093/14081; W097/18626;
W096/21452; W0O96/21654; W096/40143; W0O97/05878; y WO97/05878. Se han descrito imidazoles sustituidos
para uso en el tratamiento de la inflamacién en la Patente de los Estados Unidos N° 3.929.807. Se han descrito com-
puestos de pirrol sustituido para uso en el tratamiento de enfermedades mediadas por citoquina en los documentos
WO97/05877; WO97/05878; W097/16426; WO97/16441; y WO97/16442. Se han descrito compuestos de arilo y
heteroarilo fusionados con pirrol para uso en el tratamiento de las enfermedades mediadas por citoquina en el docu-
mento WO98/22457. Se han descrito compuestos de piridina, pirimidina, pirimidinona, y piridazina para uso en el
tratamiento de enfermedades mediadas por citoquina en los documentos W098/24780; W098/24782; W099/24404;
y W099/32448.

Proteinas internalizantes

Se puede usar la secuencia de la proteina TAT (procedente de VIH) para internalizar las proteinas al interior de una
célula por direccién al componente de la bicapa lipida de 1a membrana celular. Véase por ejemplo, Falwell y col., Proc.
Natl. Acad. Sci. EE.UU, 91: 664-668 (1994). Por ejemplo, una secuencia de 11 aminoacidos (YGRKKRRQRRR; SEC
DE ID N°: X) de la proteina tat de VIH (denominada la “regién de transduccion de la proteina”, o PDT de TAT) ha
mostrado mediar en la liberacion de proteinas bioactivas grandes tales como S-galactosidasa y P’Kip a través de
la membrana citopldsmica y la membrana nuclear de una célula. Véase Schwarze y col., Science, 285: 1569-1572
(1999); y Nagahara y col., Nature Medicine, 4: 1449-1452 (1998). Schwarze y col., mas arriba, demostraron que las
células cultivadas adquirieron la actividad de la -galactosidasa cuando se expusieron a una fusién entre TAT-PDT y
B-galactosidasa. La inyeccion de ratones con proteinas de fusiéon TAT-S-gal dio como resultado la expresion de 5-gal
en numerosos tejidos, incluyendo el higado, rifién, pulmén, corazén y tejido cerebral.

Se apreciard de esta manera que se puede usar la secuencia de la proteina TAT para internalizar una proteina o po-
lipéptido deseado en una célula. En el contexto de la presente invencion, se puede fusionar la secuencia de la proteina
TAT con otra molécula tal como un antagonista de MK61 (es decir, un agente de unién selectiva anti-MK61, molécula
pequeila, receptor soluble, u oligonucledtido de sentido contrario) que se puede administrar intracelularmente para
inhibir la actividad de una molécula de MK61. Tal como se usa en el presente documento, el término “molécula de
MKG61” se refiere a moléculas de acido nucleico de MK61 y polipéptidos MK61 tal como se define en el presente
documento. Cuando se desee, se puede fusionar la propia proteina MK61 o un fragmento de péptido o forma modifi-
cada de MI61 de dicho transductor de la proteina para administrar a las células usando los procedimientos descritos
anteriormente.

Identificacion de la fuente celular usando polipéptidos MK61

De acuerdo con algunas formas de realizacién de la invencidn, puede tener utilidad el ser util ser capaz de de-
terminar la fuente de algunos tipos celulares asociados con un polipéptido MK61. Por ejemplo, puede ser ttil para
determinar el origen de una enfermedad o dolencia patolégica como ayuda en la seleccidn de una terapia apropiada.

Usos terapéuticos

Los polipéptidos y agonistas y antagonistas de la invencion son también ttiles en el diagnéstico y tratamiento
de numerosas enfermedades y trastornos, que incluyen los sefialados en el presente documento. Estos incluyen, pero
no se limitan a enfermedades y trastornos que implican la proliferacién, diferenciacién, supervivencia y/o apoptosis
de leucocitos y/o osteoclastos. Los polipéptidos y agonistas y antagonistas de la invencién son también dtiles en la
regulacion del crecimiento, la supervivencia y/o la apoptosis de linfoma, leucemia, y otras células cancerosas.

Se identific6 hMK61T1 a partir de una linea celular cancerosa tratada con PMA. Por tanto, se puede regular la
produccién del receptor superficial de las células hMK61T1 mediante PMA y/u otras sefales de crecimiento en el
nivel de corte y empalme del ARN. Se identificé un péptido que correspondia a una parte de la regién extracelular de
hMKG61T1 en orina y suero humano mediante el andlisis proteémico. Ademds, se observé la expresién selectiva de
hMKG61 en bazo, nédulos linfoides, leucocitos de sangre periférica, e higado fetal tal como se determiné mediante la
inmunotransferencia Northern. Los polipéptidos y agonistas y antagonistas de la invencion son por tanto también ttiles
en el diagndstico y/o el tratamiento de trastornos del sistema inmune (tal como se describe en el presente documento),
asi como en la proteccién y regeneracion del higado.
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Muchas enfermedades y dolencias médicas se asocian con TNF y se clasifican a menudo como dolencias inflama-
torias. Las enfermedades asociadas a TNF incluyen, pero no se limitan a, enfermedades espontdneas o experimentales
o dolencias médicas si se asocian con niveles elevados de TNF en los fluidos o tejidos corporales, o si las células o te-
jidos procedentes del cuerpo producen niveles elevados de TNf en el cultivo. En muchos caso, se pueden reconocer las
enfermedades asociadas con TNF mediante: (1) hallazgos patoldgicos asociados con la enfermedad o dolencia médica
que se pueden imitar experimentalmente en animales mediante la administracion o sobrerregulacion de la expresion de
TNF, o (2) se puede inhibir o eliminar una patologia inducida en modelos animales experimentales de la enfermedad
o dolencia médica mediante el tratamiento con agentes que inhiban la accién de TNF, Se entender4, sin embargo, que
el mecanismo de accidén de los polipéptidos MK61 no sea necesariamente la inhibicién de TNF.

Una lista no exclusiva de enfermedades asociadas a TNF agudas y crénicas incluye, pero no se limita a, las siguien-
tes: caquexia/anorexia, cancer (por ejemplo, leucemias), sindrome de fatiga crénica, dolencias e indicaciones corona-
rias, que incluyen insuficiencia cardiaca congestiva, restenosis coronaria, infarto de miocardio, e injerto de derivacién
en la arteria coronaria; depresion; diabetes (por ejemplo, debut juvenil de Tipo 1 y diabetes mellitus); endometriosis,
endometritis, y enfermedades relacionadas; fibromialgia o analgesia; injerto frente a rechazo del huésped; hiperalge-
sia; enfermedades inflamatorias del intestino, que incluyen enfermedad de Crohn y diarrea asociada a Clostridium
difficile; trastornos isquémicos, que incluyen isquemia cerebral (lesidén cerebral como resultado de trauma, epilepsia,
hemorragia o apoplejia, cada una de las cuales puede conducir a neurodegeneracién; enfermedades del pulmén (por
ejemplo, sindrome de dificultad respiratoria del adulto, asma, y fibrosis pulmonar); esclerosis multiple; enfermedades
neuroinflamatorias, enfermedades y dolencias oculares, que incluyen trasplante de cérnea, degeneracion ocular y uvei-
tis; dolor, que incluye dolor relacionado con cédncer; pancreatitis; enfermedades periodontales, prostatitis (bacteriana o
no bacteriana) y dolencias relacionadas, psoriasis y dolencias relacionadas; fibrosis pulmonar; lesion por reperfusion;
enfermedades reumadticas (por ejemplo, artritis reumatoide, osteoartritis, artritis juvenil (reumatoide), poliartritis sero-
negativa, espondilitis anquilosante, sindrome de Reiter y artritis reactiva, enfermedad de Still, artritis psoridtica, artritis
enteropdtica, poliomiositis, dermatomiositis, escleroderma, esclerosis sistémica, vasculitis (por ejemplo, enfermedad
de Kawasaki), vasculitis cerebral, enfermedad de Lyme, artritis inducida por estafilococos (“séptica”), sindrome de
Sjogren, fiebre reumatica, policondritis y polimialgia reumadtica y arteritis de las células gigantes); choque séptico;
efectos secundarios de la terapia de radiacion; lupus sistémico eritematoso, enfermedad de la articulacién mandibular
temporal; tiroiditis, trasplante de tejido o una dolencia inflamatoria que es el resultado de dolor, torcedura, dafio del
cartilago, trauma, cirugia ortopédica, infeccion (por ejemplo, VIH, Clostridium difficile y especies relacionadas) u
otros procesos de enfermedad.

Los inhibidores de TNFa pueden actuar infrarregulando o inhibiendo la produccién de TNF, la unién de TNF libre,
interfiriendo con la unién de TNF a su receptor, o interfiriendo con la modulacién de la sefializacién de TNF tras la
unién con su receptor. El término “inhibidor de TNFa” incluye de esta manera los receptores de TNF solubilizados,
los anticuerpos de TNF, los anticuerpos del receptor de TNF, los inhibidores del enzima que convierte TNFa (TACE),
y otras moléculas que afectan la actividad de TNF.

Se describen en la técnica inhibidores de TNFa de diversos tipos, incluyendo las siguientes referencias:

Solicitudes de patente europea 308 378; 422 339; 393 438; 398 327; 412 486; 418 014, 417 563, 433 900; 464
533; 512 528; 526 905; 568 928; 663 210; 542 795; 818 439; 664 128; 542 795; 741 707; 874 819; 882 714; 880 970;
648 783; 731 791; 895 988; 550 376; 882 714; 853 083; 550 376; 943 616;

Patentes de los Estados Unidos N*. 5.136.021; 5.929.117; 5.948.638; 5.807.862; 5.695.953; 5.834.435; 5.817.822;
5.830.742; 5.834.435; 5.851.556; 5.853.977; 5.359.037; 5.512.544; 5.695.953; 5.811.261; 5.633.145; 5.863.926;
5.866.616; 5.641.673; 5.869.677; 5.869.511; 5.872.146; 5.854.003; 5.856.161; 5.877.222; 5.877.200; 5.877.151;
5.886.010; 5.869.660; 5.859.207; 5.891.883; 5.877.180; 5.955.480; 5.955.476; 5.955.435;

Solicitudes de patente internacional (WO) 90/13575, 91/03553, 92/01002, 92/13095, 92/16221, 93/07863,
93/21946, 93/19777, 95/34326, 96/28546, 98/27298, 98/30541, 96/38150, 96/38150, 97/18207, 97/15561, 97/12902,
96/25861, 96/12735, 96/11209, 98/39326, 98/39316, 98/38859, 98/39315, 98/42659, 98/39329, 98/43959, 98/45268,
98/47863, 96/33172, 96/20926, 97/37974, 97/37973, 96/35711, 98/51665, 98/43946, 95/04045, 98/56377, 97/12244,
99/00364, 99/00363, 98/57936, 99/01449, 99/01139, 98/56788, 98/56756, 98/53842, 98/52948, 98/52937, 99/02510,
97/43250, 99/06410, 99/06042, 99/09022, 99/08688, 99/07679, 99/09965, 99/07704, 99/06041, 99/37818, 99/37625,
97/11668;

Solicitudes de patente japonesa (JP) 10147531, 10231285, 10259140, y 10130149, 10316570, 11001481, y
127.800/1991; Solicitud alemana (DE) 19731521; solicitudes britanicas (GB) 2218101, 2326881, 2246569.

Para los objetivos de esta invencion, las moléculas descritas en estas referencias y las moléculas descritas en las
referencias (véase a continuacién) se denominan colectivamente “inhibidores de TNFa”.

Por ejemplo, los documentos EP 393.438 y EP 422.339 ensefian las secuencias de aminoécidos y de 4cido nucleico
de un receptor de TNF soluble de tipo I (conocido también como sTNFR-I o inhibidor de TNF de 30 kDa) y un
receptor de TNF soluble de tipo II (conocido también como sTNFR-II o inhibidor de TNF de 40 kDa), denominados
colectivamente “sTNFR”, asi como las formas modificadas de los mismos (por ejemplo, los fragmentos, los derivados
y variantes funcionales). Los documentos EP 393.438 y EP 422.339 describen también los procedimientos para aislar
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los genes responsables de codificar los inhibidores, la clonacién del gen en vectores y tipos celulares adecuados, y la
expresion del gen para producir los inhibidores.

STNFR-I y sSTNFR-II son miembros de la superfamilia de receptores del factor de crecimiento nervioso/receptor
de TNF que incluyen el receptor del factor de crecimiento nervioso (NGF), el antigeno CD40 de las células B, 4-
1BB, el antigeno MRC OX40 de las células T de rata, el antigeno fas, y los antigenos CD27 y CD30 (Smith y
col., Science, 248: 1019-1023 (1990)). La caracteristica mds conservada entre este grupo de receptores superficiales
celulares es la region de unién al ligando extracelular rica en cisteina, que se puede dividir en cuatro motivos de
repeticion de aproximadamente cuarenta aminodcidos y que contiene 4-6 restos de cisteina en las posiciones que estan
bien conservadas (Smith y col. (1990), mds arriba).

Tal como se contempla por la presente invencion, se puede administrar un polipéptido MK61 como un adjunto
de otra terapia y también con otras formulaciones farmacéuticas adecuadas para la indicacién que se estd tratando. Se
pueden administrar un polipéptido Mk61 y cualquiera de una o mas terapias adicionales o formulaciones farmacéuticas
separada, secuencial, o simultdneamente.

En una forma de realizacién especifica, la presente invencion se dirige al uso de un polipéptido MK61 en com-
binacién (pretratamiento, post-tratamiento, o tratamiento paralelo) con cualquiera de uno o mads inhibidores de la
interleucina-1 (IL-1) para el tratamiento de enfermedades sensibles a TNF. Las clases de inhibidores de interleucina-
1 incluyen los antagonistas del receptor de la interleucina-1 (cualquier compuesto capaz de evitar especificamente la
activacion de los receptores celulares de IL-1) tal como IL-1ra, tal como se describe a continuacidn; los anticuerpos
monoclonales del receptor anti-IlI-1 (por ejemplo, documento EP 623.674); las proteinas de unién de IL-1 tal como
los receptores de II-1 solubles (por ejemplo, Patentes de los Estados Unidos N* 5.492.888, 5.488.032, 5.464.937,
5.319.071 y 5.180.812); anticuerpos monoclonales anti-IL-1 (por ejemplo, documentos W0O95/01997, W094/02627,
WO090/06371, Patente de los Estados Unidos N°. 4.935.343, documentos EP 364,778, EP 267,611 y EP 220,063);
proteinas accesorias del receptor de IL-1 (por ejemplo, documento W0O96/23067), y otros compuestos y proteinas que
bloquean la sintesis in vivo o la liberacién extracelular de IL-1.

El antagonista del receptor de la interleucina-1 (IL-1ra) es una proteina humana que actia como un inhibidor
natural de la interleucina-1. Los antagonistas del receptor de la interleucina-1, asi como los procedimientos de prepa-
racién y los procedimientos de uso de los mismos se describen en la Patente de los Estados Unidos 5.075.222; y los
documentos W091/08285; W091/17184; AU9173636; W092/16221; W093/21946; W094/06457; W094/21275;
FR2706772; W094/21235; DE4219626; W094/20517; W096/22793 y W0O97/28828. Las proteinas incluyen antago-
nistas del receptor IL-1 tanto glicosilados como no glicosilados.

Especificamente, se describen tres formas preferidas de IL-1ra (IL-1raa, IL-1rag e Il-1rax), codificada cada una
por la misma secuencia de codificacion de ADN y sus variantes, y se desvelan en la Patente de los Estados Uni-
dos 5.075.222. Se desvelan también en la patente 5.075.222 los procedimientos para producir inhibidores de IL-1,
concretamente IL-1ra.

Una clase adicional de inhibidores de la interleucina-1 incluye compuestos capaces de evitar especificamente la
activacion de los receptores celulares de I1-1. Dichos compuestos incluyen las proteinas de unién de II-1, tales como los
receptores y anticuerpos monoclonales solubles. Dichos compuestos incluyen también los anticuerpos monoclonales
de los receptores.

Una clase adicional de inhibidores de la interleucina-1 incluye compuestos y proteinas que bloquean la sintesis y/o
la liberacién extracelular in vivo de IL-1. Dichos compuestos incluyen los agentes que afectan la transcripcion de los
genes IL-1 o el procesamiento de las preproteinas IL-1.

En una forma de realizacion especifica, la presente invencién se dirige al uso de un polipéptido MK61 en com-
binacién (pretratamiento, post-tratamiento o tratamiento paralelo) con antigeno fas humano segregado o soluble o
versiones recombinantes del mismo (documento W096/20206 y Mountz y col., J. Immunology, 155:4829-4837; y
documento EP 510.691). El documento W096/20206 desvela el antigeno fas humano segregado (natural y recombi-
nante, que incluye una proteina de fusion Ig), los procedimientos para aislar los genes responsables de la codificacién
de antigeno fas humano recombinante soluble, los procedimientos para la clonacién del gen en vectores y tipos de
células adecuados, y los procedimientos para expresar el gen para producir los inhibidores. El documento EP 510.691
ensefia los ADN que codifican el antigeno fas humano, incluyendo el antigeno fas soluble, los vectores que expresan
dichos ADN Yy los transformantes transfectados con el vector. Cuando se administran parenteralmente, cada una de
las dosis de una proteina de fusién del antigeno fas segregado o soluble estd en general entre aproximadamente 1
microgramo/kg y aproximadamente 100 microgramos/kg.

El tratamiento actual de las enfermedades sensibles a TNF, incluyendo la inflamacién aguda y crénica tal como
las enfermedades reumadticas, incluye habitualmente el uso de foirmacos de primera linea para el control del dolor y la
inflamacidn; estos farmacos se clasifican como farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE). Los tratamientos
secundarios incluyen corticoesteroides, firmacos antirreumaticos de actuacién lenta (AARD) o farmacos modificantes
de la enfermedad (DM). Se puede encontrar informacién con respecto a los siguientes compuestos en The Merck
Manual of Diagnosis and Therapy, Decimosexta Edicién, Merck, Sharp & Dohme Research Laboratories Merck &
Co., Rahway, N.J. (1992) y en Pharmaprojects, PJB Publications Ltd.
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En una forma de realizacién especifica, la presente invencién se dirige al uso de un polipéptido MK61 y cualquiera
de uno o mds AINE para el tratamiento de las enfermedades sensibles a TNF, incluyendo la inflamacién aguda y
crénica tal como las enfermedades reumadticas; y la enfermedad de injerto frente a huésped. Los AINE deben su
accién antiinflamatoria, al menos en parte, a la inhibicion de la sintesis de prostaglandina (Goodman y Gilman en
“The Pharmacological Basis of Therapeutics,” MacMillan 7% Edicién (1985)). Se pueden clasificar los AINE en al
menos nueve grupos (1) derivados del 4cido salicilico; (2) derivados del 4cido propidnico; (3) derivados del dcido
acético; (4) derivados del acido fenamico; (5) derivados del acido carboxilico; (6) derivados del acido butirico; (7)
oxicamos; (8) pirazoles y (9) pirazolonas.

En una forma de realizacién mads especifica, la presente invencion se dirige al uso de un polipéptido MK61 en
combinacién (pretratamiento, post-tratamientos o tratamiento paralelo) con cualquiera de uno o mas derivados del
cido salicilicos, los ésteres de profarmacos o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Dichos deri-
vados del dcido salicilico, ésteres de profiarmacos y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos comprenden:
acetaminosalol, aloxiprina, aspirina, benorilato, bromosaligenina, acetilsalicilato de calcio, trisalicilato de colina mag-
nesio, salicilato de magnesio, salicilato de colina, diflusinal, etersalato, fendosal, 4cido gentisico, salicilato de glicol,
salicilato de imidazol, acetilsalicilato de lisina, mesalamina, salicilato de morfolina, salicilato de 1-naftilo, olsalazi-
na, parsalmida, acetilsalicilato de fenilo, salicilato de fenilo, salacetamida, salicilamida del 4cido O-acético, salsalato,
salicilato de sodio y sulfasalazina. También se pretende que queden abarcados por este grupo los derivados del dcido
salicilico estructuralmente relacionados que tengan similares propiedades analgésicas y antiinflamatorias.

En una forma de realizacién mas especifica, la presente invencion se dirige al uso de un polipéptido MK61 en
combinacidn (pretratamiento, post-tratamiento o tratamiento paralelo) con cualquiera de uno o mds derivados del 4ci-
do propidnico, ésteres de profarmacos o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Los derivados del 4cido
propidnico, ésteres de profdrmacos y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos comprenden: alminoprofeno,
benoxaprofeno, acido bucldxico, carprofeno, dexindoprofeno, fenoprofeno, flunoxaprofeno, fluprofeno, flurbiprofe-
no, furcloprofeno, ibuprofeno, aluminio ibuprofeno, ibuproxamo, indoprofeno, isoprofeno, ketoprofeno, loxoprofeno,
miroprofeno, naproxeno sodio, oxaprozina, piketoprofeno, pimeprofeno, pirprofeno, pranoprofeno, acido protizinico,
piridoxiprofeno, suprofeno, dcido tiaprofénico y tioxaprofeno. También se pretende que queden abarcados por este
grupo los derivados del dcido propiénico estructuralmente relacionados que tengan similares propiedades analgésicas
y antiinflamatorias.

En una forma de realizacién mds especifica, la presente invencion se dirige al uso de un polipéptido MK61 en com-
binacién (pretratamiento, post-tratamiento o tratamiento paralelo) con cualquiera de uno o mds derivados del acido
acético, ésteres de profadrmacos o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Los derivados del 4cido acético,
ésteres de profarmacos y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos comprenden: acetamicina, alclofenaco,
amfenaco, bufexamaco, cinmetacina, clopiraco, delmetacina, potasio diclofenaco, diclofenaco de sodio, etodolaco, fel-
binaco, fenclofenaco, fencloraco, dcido fenclézico, fentiazaco, flurofenaco, glucametacina, ibufenaco, indometacina,
isofezolaco, isoxepaco, lonazolaco, dcido metiazinico, oxametacina, oxpinaco, pimetacina, proglumetacina, sulinda-
co, talmetacina, tiaramida, tiopinaco, tolmetina, tolmetina sodio, zidometacina y zomepiraco. También se pretende que
queden abarcados por este grupo los derivados del dcido acético estructuralmente relacionados que tengan similares
propiedades analgésicas y antiinflamatorias.

En una forma de realizacion mds especifica, la presente invencidn se dirige al uso de un polipéptido MK61 en
combinacién (pretratamiento, post-tratamiento o tratamiento paralelo) con cualquiera de uno o mas derivados del 4ci-
do fendmico, ésteres de profarmacos o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Los derivados del dcido
fendmico, ésteres de profarmacos y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos comprenden: 4cido enfendmi-
co, etofenamato, acido flufendmico, isonixina, d4cido meclofendmico, meclofenamato de sodio, 4cido medofenamico,
dcido mefendmico, 4cido niflimico, talniflumato, terofenamato, acido tolfendmico y ufenamato. También se preten-
de que queden abarcados por este grupo los derivados del dcido fendmico estructuralmente relacionados que tengan
similares propiedades analgésicas y antiinflamatorias.

En una forma de realizacion mas especifica, la presente invencion se dirige al uso de un polipéptido MK61 en
combinacién (pretratamiento, post-tratamiento o tratamiento paralelo) con cualquiera de uno o mas derivados del
dcido carboxilico, ésteres de profarmacos o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Los derivados del
acido carboxilico, ésteres de profarmacos y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos comprenden: clidanaco,
diflunisal, inoridina, ketorolaco y tinoridina. También se pretende que queden abarcados por este grupo los derivados
del 4cido carboxilico estructuralmente relacionados que tengan similares propiedades analgésicas y antiinflamatorias.

En una forma de realizacién mds especifica, la presente invencion se dirige al uso de un polipéptido MK61 en
combinacidn (pretratamiento, post-tratamiento o tratamiento paralelo) con cualquiera de uno o més derivados del dcido
butirico, ésteres de profdrmacos o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Los derivados del 4cido butirico,
ésteres de profarmacos y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos comprenden: budamizona, butibufeno y
xenbucina. También se pretende que queden abarcados por este grupo los derivados del 4cido butirico estructuralmente
relacionados que tengan similares propiedades analgésicas y antiinflamatorias.

En una forma de realizacién mads especifica, la presente invencion se dirige al uso de un polipéptido MK61 en
combinacidn (pretratamiento, post-tratamiento o tratamiento paralelo) con cualquiera de uno o mds oxicamos, ésteres
de profarmacos o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Los oxicamos, ésteres de profarmacos y sales
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farmacéuticamente aceptables de los mismos comprenden: droxicamo, enolicamo, isoxicamo, piroxicamo, sudoxica-
mo, tenoxicamo y 4-hidroxil-1,2-benzotiazina 1,1-diéxido 4-(N-fenil)-carboxamida. También se pretende que queden
abarcados por este grupo los oxicamos estructuralmente relacionados que tengan similares propiedades analgésicas y
antiinflamatorias.

En una forma de realizacién mas especifica, la presente invencion se dirige al uso de un polipéptido MK61 en com-
binacién (pretratamiento, post-tratamiento o tratamiento paralelo) con cualquiera de uno o mas pirazoles, ésteres de
profarmacos o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Los pirazoles, ésteres de profarmacos y sales farma-
céuticamente aceptables de los mismos que se pueden usar comprenden: difenamizol y epirizol. También se pretende
que queden abarcados por este grupo los pirazoles estructuralmente relacionados que tengan similares propiedades
analgésicas y antiinflamatorias.

En una forma de realizacién mas especifica, la presente invencion se dirige al uso de un polipéptido MK61 en com-
binacién (pretratamiento, post-tratamiento o tratamiento paralelo) con cualquiera de una o mds pirazolonas, ésteres
de profdrmacos o sales farmacéuticamente aceptables de las mismas. Las pirazolonas, ésteres de profdrmacos y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos que se pueden usar comprenden: apazona, azapropazona, benzpiperilo-
na, feprazona, mofebutazona, morazona, oxifenbutazona, fenilbutazona, pipebuzona, propilfenazona, ramifenazona,
suxibuzona y tiazolinobutazona. También se pretende que queden abarcadas por este grupo las pirazolonas estructu-
ralmente relacionadas que tengan similares propiedades analgésicas y antiinflamatorias.

En una forma de realizacién mas especifica, la presente invencion se dirige al uso de un polipéptido MK61 en
combinacidn (pretratamiento, post-tratamiento o tratamiento paralelo) con cualquiera de uno o mds de los siguientes
AINE: 4cido g-acetamidocaproico, S-adenosilmetionina, dcido 3-amino-4-hidroxibutirico, amixetrina, anitrazafeno,
antrafenina, bendazaco, lisinato de bendazaco, benzidamina, beprozina, broperamol, bucoloma, bufezolaco, ciprocua-
zona, cloximato, dazidamina, deboxamet, detomidina, difenpiramida, difenpiramida, difisalamina, ditazol, emorfazo-
na, mesilato de fanetizol, fenflumizol, floctafenina, flumizol, flunixina, fluprocuazona, fopirtolina, fosfosal, guaimesal,
guaiazoleno, isonixirn, HCI de lefetamina, leflunomida, lofemizol, lotifazol, clonixinato de lisina, meseclazona, nabu-
metona, nictindol, nimesulida, orgoteina, orpanoxina, oxaceprol, oxapadol, paranilina, perisoxal, citrato de perisoxal,
pifoxima, piproxeno, pirazolaco, pirfenidona, procuazona, proxazol, tielavina B, tiflamizol, timegadina, tolectina, tol-
padol, triptamida y aquellos designados mediante el cédigo numérico de la compaiiia tales como 480156S, AA861,
AD1590, AFP802, AFP860, AI77B, AP504, AU8001, BPPC, BW540C, CHINOIN 127, CN100, EB382, EL508,
F1044, FK-506, GV3658, ITF182, KCNTEI6090, KME4, LA2851, MR714, MR897, MY309, ONO3144, PR823,
PV102, PV108, R830, RS2131, SCR152, SH440, SIR133, SPASS10, SQ27239, ST281, SY6001, TA60, TAI-901
(4cido 4-benzoil-1-indancarboxilico), TVX2706, U60257, UR2301 y WY41770. También se pretende que queden
abarcados por este grupo los AINE estructuralmente relacionadas que tengan propiedades analgésicas y antiinflama-
torias similares a los AINE.

En una forma de realizacién mas especifica, la presente invencion se dirige al uso de un polipéptido MK61 en
combinacidn (pretratamiento, post-tratamiento o tratamiento paralelo) con cualquiera de uno o més corticoesteroides,
ésteres de profarmacos o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos para el tratamiento de las enferme-
dades sensibles a TNF, que incluyen la inflamacién aguda y crénica tal como las enfermedades reumaticas, el injerto
frente a la enfermedad del huésped y la esclerosis multiple. Los corticoesteroides, ésteres de profarmacos y las sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos incluyen hidrocortisona y los compuestos que se derivan de la hidro-
cortisona tales como 21-acetoxipregnenolona, alclomerasona, algestona, amcinonida, beclometasona, betametasona,
valeriato de betametasona, budesonida, cloroprednisona, clobetasol, propionato de clobetasol, clobetasona, butirato de
clobetasona, clocortolona, cloprednol, corticosterona, cortisona, cortivazol, deflazacona, desonida, desoximerasona,
dexametasona, diflorasona, diflucortolona, difluprednato, enoxolona, fluazacort, flucloronida, flumetasona, pivalato de
flumetasona, flucinolona acetonida, flunisolida, fluocinonida, fluorocinolona acetonida, fluocortin butil, fluocortolona,
hexanoato de fluocortolona, valeriato de diflucortolona, acetato de fluorometolona, fluperolona, acetato de fluprednide-
no, fluprednisolona, flurandenolida, formocortal, halcinonida, halometasona, acetato de halopredona, hidrocortamato,
hidrocortisona, acetato de hidrocortisona, butirato de hidrocortisona, fosfato de hidrocortisona, succinato de hidro-
cortisona 21-sodio, tebutato de hidrocortisona, mazipredona, medrisona, meprednisona, metilprednisolona, furoato
de mometasona, parametasona, prednicarbato, prednisolona 21-diedriaminoacetato de prednisolona, fosfato de sodio
prednisolona, succinato de sodio prednisolona, 21-m-sulfobenzoato de sodio prednisolona, 21-estearoglicolate de so-
dio prednisolona, tebutato de prednisolona, 21-trimetilacetato de prednisolona, prednisona, prednival, prednilideno,
21-dietilaminoacetato de prednilideno, tixocortol, triamcinolona, triamcinolona acetonida, triamcinolona benetonida
y triamcinolona hexacetonida. También se pretende que queden abarcados por este grupo los corticoesteroides estruc-
turalmente relacionadas que tengan similares propiedades analgésicas y antiinflamatorias.

En una forma de realizacién mds especifica, la presente invencion se dirige al uso de un polipéptido MK61 en
combinacidn (pretratamiento, post-tratamiento o tratamiento paralelo) con cualquiera de uno o fairmacos antirreuma-
ticos de actuacion lenta (SAARD) o los farmacos antirreuméticos que modifican la enfermedad (DMARD), ésteres de
profarmacos o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos para el tratamiento de las enfermedades sensi-
bles a TNF, que incluyen la inflamacién aguda y crénica tal como las enfermedades reumaticas, el injerto frente a la
enfermedad del huésped y la esclerosis multiple. Los SAARD o DMARD, ésteres de profarmacos o las sales farma-
céuticamente aceptables de los mismos comprenden: sodio alocupreido, auranofina, aurotioglucosa, aurotioglicanido,
azatioprina, brequinar sodio, bucilamina, 3-aurotio-2-propanol-1-sulfonato de calcio, clorambucilo, cloroquina, clo-
buzarit, cuproxolina, ciclofosfamida, ciclosporina, dapsona, 15-desoxiespergualina, diacereina, glucosamina, sales de
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oros (por ejemplo, sal de cicloquina oro, tiomalato de oro sodio, tiosulfato de oro sodio), hidroxicloroquina, sulfato de
hidroxicloroquina, hidroxiurea, kebuzona, levamisol, lobenzarit, melitina, 6-mercaptopurina, metotrexato, mizoribina,
micofenolato de mofetilo, mioral, mostaza de nitrégeno, D-penicilamina, piridinol imidazoles tales como SKNF86002
y SB203580, rapamicina, tioles, timopoietina y vincristina. También se pretende que queden abarcados por este grupo
los SAARD o DMARD estructuralmente relacionados que tengan similares propiedades analgésicas y antiinflamato-
rias.

En una forma de realizacién mas especifica, la presente invencién se dirige al uso de un polipéptido MK61 en com-
binacidn (pretratamiento, post-tratamiento o tratamiento paralelo) con cualquiera de uno o mds inhibidores de COX2,
ésteres de profarmacos o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos para el tratamiento de enfermedades
sensibles a TNF, que incluyen inflamacién aguda o crénica. Los ejemplos de inhibidores de COX2, ésteres de pro-
farmacos o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos incluyen, por ejemplo, celecoxib. También se pretende
que queden abarcados por este grupo los inhibidores de COX2 estructuralmente relacionadas que tengan similares
propiedades analgésicas y antiinflamatorias.

En una forma de realizacién mds especifica, la presente invencién se dirige al uso de un polipéptido MK61 en
combinacidn (pretratamiento, post-tratamiento o tratamiento paralelo) con cualquiera de uno o mds antimicrobianos,
ésteres de profarmacos o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos para el tratamiento de enfermedades
sensibles a TNF, que incluyen inflamacién aguda o crénica. Los antimicrobianos incluyen por ejemplo, las amplias cla-
ses de penicilinas, cefalosporinas y otras beta-lactamas, aminoglic6sidos, azoles, quinolonas, macrélidos, rifamicinas,
tetraciclinas, sulfonamidas, lincosamidas y polimixinas. Las penicilinas incluyen, pero no se limitan a penicilina G,
penicilina V, meticilina, nafcilina, oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina, floxacilina, ampicilina, ampicilina/sulbactama,
amoxicilina, amoxicilina/clavulanato, hetacilina, ciclacilina, bacampicilina, carbenicilina, carbenicilina indanilo, ti-
carcilina, ticarcilina/clavulanato, azlocilina, mezlocilina, peperacilina, y mecilinama. Las cefalosporinas y otras beta-
lactamas incluyen, pero no se limitan a cefalotina, cefapirina, cefalexina, cefradina, cefazolina, cefadroxilo, cefaclor,
cefamandol, cefotetan, cefoxitin, ceruroxima, cefonicida, ceforadina, cefixima, cefotaxima, moxalactama, ceftizoxi-
ma, cetriaxona, cefoperazona, ceftazidima, imipenem y aztreonam. Los aminoglicésidos incluyen, pero no se limitan
a estreptomicina, gentamicina, tobramicina, amikacina, netilmicina, kanamicina and neomicina. Los azoles incluyen,
pero no se limitan a fluconazol. Las quinolonas incluyen, pero no se limitan a dcido nalidixico, norfloxacina, enoxacina,
ciprofloxacina, ofloxacina, esparfloxacina y temafloxacina. Los macrélidos incluyen, pero no se limitan a eritomici-
na, espiramicina y azitromicina. Las rifamicinas incluyen, pero no se limitan a rifampina. The tetraciclinas incluyen,
pero no se limitan a espiciclina, clortetraciclina, clomociclina, demeclociclina, desoxiciclina, guameciclina, limeci-
clina, meclociclina, metaciclina, minociclina, oxitetraciclina, penimepiciclina, pipaciclina, rolitetraciclina, sanciclina,
senociclina y tetraciclina. Las sulfonamidas incluyen, pero no se limitan a sulfanilamida, sulfametoxazol, sulfaceta-
mida, sulfadiazina, sulfisoxazol y co-trimoxazol (trimetoprima/sulfametoxazol). Las lincosamidas incluyen, pero no
se limitan a clindamicina y lincomicina. Las polimixinas (polipéptidos) incluyen, pero no se limitan a polimixina B y
colistina.

Composiciones y administracion de MK61

Las composiciones terapéuticas comprendidas dentro del alcance de la presente invencién incluyen composiciones
farmacéuticas de MK61 que pueden comprender una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido MK61 o una
molécula de 4cido nucleico de MK61 en premezcla con un agente de formulacién farmacéutica o fisiolégicamente
aceptable seleccionado para que sea adecuado para el modo de administracién en un animal humano o no humano tal
como un mamifero. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender una cantidad terapéuticamente eficaz de uno
0 mas agentes de unidn selectiva de MK61 en premezcla con un agente de formulacién farmacéutica o fisiolégicamente
aceptable seleccionado para que sea adecuado para el modo de administracion.

Los materiales de formulacion aceptables son preferiblemente no téxicos para los huéspedes en las dosificaciones
y concentraciones empleadas.

La composicién farmacéutica puede contener materiales de formulacién para modificar, mantener o conservar, por
ejemplo, el pH, la osmolaridad, la viscosidad, la claridad, el color, la isotonicidad, el olor, la esterilidad, la estabilidad,
la velocidad de disolucién o liberacién, la adsorcion o la penetracion de la composicion. Los materiales de formulacién
adecuados, incluyen, pero no se limitan a, aminodcidos (tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina o lisina);
antimicrobianos; antioxidantes (tales como 4cido ascorbico, sulfito de sodio o hidrogenosulfito de sodio); tampones
(tales como borato, bicarbonato, Tris-HCI, citratos, fosfatos u otros dcidos orgdnicos); agentes de volumen (tales co-
mo manitol o glicina); agentes quelantes (tales como 4cido etilendiamino tetraacético (EDTA)); agentes complejantes
(tales como cafeina, polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina o hidroxipropil-beta-ciclodextrina); rellenos; monosacari-
dos; disacdridos; y otros carbohidratos (tales como glucosa, manosa o dextrinas); proteinas (tales como albimina de
suero, gelatina o inmunoglobulinas); agentes colorantes, aromatizantes y diluyentes; agentes emulsificantes; polimeros
hidréfilos (tales como polivinilpirrolidona); polipéptidos de bajo peso molecular; contraiones que forman sales (tales
como sodio); conservantes (tales como cloruro de benzalconio, dcido benzoico, acido salicilico, timerosal, alcohol de
fenetilo, metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina, dcido sérbico o peréxido de hidrégeno), disolventes (tales como
glicerina, propilenglicol o polietilenglicol); alcoholes de azicares (tales como manitol o sorbitol); agentes suspenso-
res; tensioactivos o agentes humectantes (tales como plurénicos, PEG, ésteres de sorbitdn, polisorbatos tales como
polisorbato 20, polisorbato 80, tritén, trometamina, lecitina, colesterol, tiloxapal); agentes potenciadores de la estabi-
lidad (tales como sacarosa o sorbitol), agentes potenciadores de la tonicidad (tales como haluros de metales alcalinos,
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preferiblemente cloruro de sodio o potasio, manitol, sorbitol); vehiculos de administracién; diluyentes; excipientes y/o
adyuvantes farmacéuticos. (Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18* Edicién, A. R. Gennaro, ed., Mack Publishing
Company (1990).

Una persona experta en la técnica determinard la composicion farmacéutica éptima dependiendo de, por ejemplo,
la ruta pretendida de administracion, el formato de administracién y la dosificacién deseada. Véase, por ejemplo,
Remington’s Pharmaceutical Sciences, mds arriba. Dichas composiciones pueden influenciar el estado fisico, la esta-
bilidad la velocidad de liberacién in vivo y la velocidad de aclaramiento in vivo de la molécula de MK61.

El excipiente o vehiculo primario en una composicién farmacéutica puede ser tanto acuoso como no acuoso en la
naturaleza. Por ejemplo, un excipiente o vehiculo adecuado puede ser agua para inyeccion, solucién salina fisiologica
o fluido cerebroespinal artificial, suplementado posiblemente con otros materiales comunes en las composiciones
para la administracién parenteral. La solucién salina tamponada neutra o la solucién salina mezclada con alblimina
de suero son excipientes adicionales a modo de ejemplo. Otras composiciones farmacéuticas a modo de ejemplo
comprenden tampdn Tris de pH aproximado 7,0-8,5, o tampén acetato de pH aproximado 4,0-5,5, que puede incluir
ademds sorbitol o un sustituto adecuado del anterior. En una forma de realizacién de la presente invencién, se pueden
preparar composiciones de polipéptido MK61 para almacenamiento mezclando la composicién seleccionada para que
tenga el grado deseado de pureza con agentes de formulacién opcionales (Remington’s Pharmaceutical Sciences, mds
arriba) en la forma de una torta liofilizada o una solucién acuosa. Ademds, el producto del polipéptido MK61 se puede
formular como liofilizado usando excipientes apropiados tales como sacarosa.

Se pueden seleccionar las composiciones farmacéuticas de MK61 para administracion parenteral. Se pueden selec-
cionar, alternativamente, composiciones para inhalacién o para administracion a través del tracto digestivo, tal como
por via oral, o a través de otras rutas de administracién conocidas en la técnica. La preparacion de dichas composicio-
nes farmacéuticamente aceptables estd comprendida dentro del alcance de la persona experta en la técnica.

Los componentes de la formulacién estan presentes en concentraciones que son aceptables en el emplazamiento de
la administracion. Por ejemplo, se usan tampones para mantener la composicion a pH fisiolégico o a un pH ligeramente
inferior, normalmente comprendido dentro de un intervalo de pH de entre aproximadamente 5 a aproximadamente 8.

Cuando se contempla la administracién parenteral, las composiciones terapéuticas para uso en esta invencién pue-
den estar en forma de una solucién acuosa libre de pirégeno parenteralmente aceptable que comprende la molécula
de MK61 deseada en un excipiente farmacéuticamente estable. Un vehiculo particularmente adecuado para la inyec-
cién parenteral es el agua destilada estéril en la que se formula una molécula de MK61 como una solucién isoténica
estéril, apropiadamente preservada. Otra preparacion adicional puede implicar la formulacién de la molécula deseada
con un agente, tal como microesferas inyectables, particulas bioerosionables, compuestos poliméricos (tales como
acido polilactico o 4cido poliglicélico), perlas o liposomas, que proporcionan la liberacion controlada o mantenida
del producto que a continuacién se puede dosificar mediante una inyeccién en depdsito. Se puede usar también acido
hialurénico y esto puede tener el efecto de conseguir la duracién mantenida en circulacién. Otros medios adecuados
para la introduccién de la molécula deseada incluyen dispositivos de administracién del farmaco implantables.

En una forma de realizacidn, se puede formular una composicién farmacéutica para inhalacién. Por ejemplo, se
puede formular una molécula de MK61 como un polvo seco para inhalacién. Se pueden formular también soluciones
de inhalacién del polipéptido MK61 o la molécula de 4cido nucleico de MK61 con un propelente para la adminis-
tracion en aerosol. En otra forma de realizacién adicional, las soluciones se pueden nebulizar. Se describe ademads la
administracién pulmonar en la solicitud PCT n° PCT/US94/001875, que describe la administracién pulmonar de las
proteinas quimicamente modificadas.

Se contempla también que se pueden administrar algunas formulaciones por via oral. En una forma de realizacién
de la presente invencion, se pueden formular moléculas de MK61 que se administran de esta manera con o sin aquellos
excipientes habitualmente usados en la composiciéon de formas de dosificacion sélidas tales como comprimidos y
céapsulas por ejemplo, se puede disefiar una cdpsula para liberar la porcion activa de la formulacién en el punto del
tracto gastrointestinal en el que se maximiza la biodisponibilidad y se minimiza la degradacién presistémica. Se pueden
incluir agentes adicionales para facilitar la absorcidn de la molécula de MK61. Se pueden emplear también diluyentes,
aromatizantes, ceras de bajo punto de fusién, aceites vegetales, lubricantes, agentes suspensores, comprimidos de
agentes desintegrantes, y ligantes.

Otra composicion farmacéutica puede implicar una cantidad eficaz de moléculas de MK61 en una mezcla con
excipientes no téxicos que son adecuados para la fabricacién de comprimidos. Disolviendo los comprimidos en agua
estéril, u otro excipiente adecuado, se pueden preparar soluciones en forma de dosis unitaria. Los excipientes ade-
cuados incluyen, pero no se limitan a, diluyentes inertes, tales como carbonato de calcio, carbonato o bicarbonato de
sodio, lactosa, o fosfato de calcio; o agentes ligantes, tales como almidén, gelatina, o acacia; o agentes lubricantes
tales como estearato de magnesio, acido estedrico, o talco.

Seran evidentes composiciones farmacéuticas de MK61 adicionales para aquellas personas expertas en la técni-
ca, incluyendo las formulaciones que implican polipéptidos MK61 en formulaciones de administracién mantenida o
controlada. Las personas expertas en la técnica conocen también las técnicas para formular una variedad de diferentes
medios de administracién mantenida o controlada, tales como vehiculos d liposomas, microparticulas bioerosionables
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o perlas porosas y depésitos de inyeccién. Véase por ejemplo, la Solicitud PCT N° PCT/US93/00829 que describe la
liberacién controlada de microparticulas poliméricas porosas para la administracion de composiciones farmacéuticas.
Los ejemplos adicionales de preparaciones de liberacién mantenida incluyen matrices poliméricas semipermeables
en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas, o microcdpsulas. Las matrices de liberacién mantenida
pueden incluir poliésteres, hidrogeles, polilactidos (documentos U.S. 3.773.919 y EP 058.481), copolimeros de acido
L-glutdmico y gamma etil-L-glutamato (Sidman y col., Biopolymers, 22: 547-556 (1983)), poli (2-hidroxietilmetacri-
lato) (Langer y col., J. Biomed. Mater. Res., 15: 167-277 (1981) y Langer, Chem. Tech., 12: 98-105 (1982)), acetato
de etilén vinilo (Langer y col., mds arriba) o acido poli-D(-)-3-hidroxibutirico (EP 133.988). Las composiciones de
liberacion mantenida pueden incluir también liposomas, que se pueden preparar mediante cualquiera de los diversos
procedimientos conocidos en la técnica, Véanse por ejemplo, Eppstein y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU, 82: 3688-
3692 (1985); EP 036.676; EP 088.046 y EP 143, 949.

La composiciéon farmacéutica de MK61 que se va a usar para la administracién in vivo debe normalmente ser
estéril. Esto se puede llevar a cabo mediante filtracién a través de membranas de filtracién estériles. Cuando la com-
posicion se liofiliza, la esterilizacidn que usa este procedimiento se puede llevar a cabo tanto antes como después de
la liofilizacién y la reconstitucion. Se puede almacenar la composicién para administracién parenteral en forma liofi-
lizada o en solucién. Ademds, las composiciones parenterales en general se colocan en un envase que tiene un puerto
de acceso estéril, por ejemplo, una bolsa de solucién intravenosa o un vial que tiene un tapén perforable por una aguja
de inyeccién hipodérmica.

Una vez se ha formulado la composicion farmacéutica, ésta se puede almacenar en viales estériles en forma de
solucidén, suspension, gel, emulsion, s6lido o en forma de polvo deshidratado o liofilizado. Se pueden almacenar
dichas formulaciones en una forma lista para su uso (por ejemplo, liofilizada) que requiere la reconstitucién antes de
la administracion.

En una forma de realizacién especifica, la presente invencion se dirige a kits para producir una unidad de admi-
nistracion en dosis tnica. Cada uno de estos kits puede contener un primer contenedor que tiene una proteina seca
y un segundo contenedor que tiene una formulacién acuosa. Incluidos también dentro del alcance de esta invencién
estan los kits que contienen jeringas prerrellenas de cdmara simple y multiple (por ejemplo, jeringas para liquidos y
liojeringas).

La cantidad eficaz de una composicién farmacéutica de MK61 que se puede emplear terapéuticamente dependerd,
por ejemplo, del contexto y los objetivos terapéuticos. Una persona experta en la técnica apreciard que los niveles de
dosificacion apropiados para el tratamiento variardn dependiendo, en parte, de la molécula administrada, la indicacién
para la que se estd usando la molécula de MK61, la ruta de administracion, y el tamafio (peso corporal, superficie cor-
poral o tamaiio del 6rgano) y el estado (la edad y la salud general) del paciente. De acuerdo con esto, el médico puede
valorar la dosificacién y modificar la ruta de administracion para obtener el efecto terapéutico éptimo. Una dosifica-
cién optima puede oscilar entre aproximadamente 0,1 pg/kg hasta aproximadamente 100 ug/kg o mas, dependiendo de
los factores mencionados anteriormente. En otras formas de realizacidn, la dosificacion puede oscilar entre 0,1 ug/kg
hasta aproximadamente 100 mg/kg; o 1 ug/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg; o 5 ug/kg hasta aproximadamente
100 mg/kg.

La frecuencia de la dosificacién dependerd de los pardmetros farmacocinéticos de la molécula de MK61 en la
formulacién usada. Normalmente, un médico administrard la composicién hasta que se alcance una dosificacién que
consiga el efecto deseado. Se puede por tanto administrar la composicién en forma de dosis unica, o de dos 0 mds
dosis (que pueden contener o no la misma cantidad de la molécula deseada) en el tiempo, o en forma de infusién
continua mediante un dispositivo o catéter de implante. Las personas normalmente expertas en la técnica realizan el
refinamiento adicional de la dosificacién apropiada de manera rutinaria y estd comprendido dentro del dmbito de las
tareas llevadas a cabo normalmente por ellos. Se pueden establecer las dosificaciones apropiadas mediante el uso de
datos de dosis-respuesta apropiados que se obtienen de manera rutinaria.

La ruta de administracion de la composicién farmacéutica estd de acuerdo con los procedimientos conocidos (por
ejemplo, por via oral, mediante rutas de inyeccién intravenosa, intraperitoneal, intracerebral (intraparenquimal), intra-
cerebroventicular, intramuscular, intraocular, intraarterial, intraportal, o intralesional; mediante sistemas de liberacién
mantenida o mediante dispositivos de implante. Cuando se desea, se pueden administrar las composiciones mediante
inyeccion de bolo o continuamente mediante infusidn, o mediante dispositivo de implante.

Alternativa o adicionalmente, se puede administrar la composicién localmente mediante implante de una membra-
na, esponja u otro material apropiado sobre el que la molécula deseada se ha absorbido o encapsulado. Cuando se usa
un dispositivo de implante, se puede implantar el dispositivo en cualquier tejido u érgano adecuado, y la administra-
cion de la molécula deseada puede ser mediante difusion, liberacidon de bolo mantenida en el tiempo, o administracién
continua.

En algunos casos, puede ser deseable usar composiciones farmacéuticas de MK61 de una manera ex vivo. En dichos

ejemplos, las células, tejidos u 6rganos que se han retirado de un paciente se exponen a composiciones farmacéuticas
de MKGO1 tras las cuales, las células, tejidos y/u 6rganos se vuelven a implantar posteriormente en el paciente.
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En otros casos, se puede administrar un polipéptido MK61 implantando algunas células que se han disefiado
mediante ingenieria genética, usando procedimientos tales como los descritos en el presente documento, para expresar
y segregar el polipéptido. Dichas células pueden ser células animales o humanas, y pueden ser autélogas, heterélogas, o
xenogénicas. Opcionalmente, se pueden inmortalizar las células. Con el fin de disminuir la posibilidad de una respuesta
inmunoldgica, se pueden encapsular las células para evitar la infiltracién en los tejidos circundantes. Los materiales
de encapsulacién son normalmente espacios 0 membranas poliméricos biocompatibles semipermeables que permiten
la liberacion del(delos) producto(s) de la proteina, pero que evitan la destruccion de las células por el sistema inmune
del paciente o por otros factores perjudiciales de los tejidos que las rodean.

Las formas de realizacién adicionales de la presente invencion se refieren a células y procedimientos (por ejem-
plo, recombinacién homéloga y/u otros procedimientos de produccién recombinantes) para la produccion in vitro de
polipéptidos terapéuticos y para la produccién y administraciéon de polipéptidos terapéuticos mediante terapia génica
o terapia celular. Se pueden usar homdlogos y otros procedimientos de recombinacién para modificar una célula que
contiene un gen MK61 normalmente silenciado en la transcripcion, o un gen infraexpresado, y producir por tanto una
célula que expresa cantidades terapéuticamente eficaces de los polipéptidos MK61.

La recombinacién homoéloga es una técnica originalmente desarrollada para dirigir genes para que induzcan o
corrijan mutaciones en genes transcripcionalmente activos (Kucherlapati, Prog. en Nucl. Acid Res. & Mol. Biol., 36:
301, (1989)). La técnica bésica se desarrollé como un procedimiento para introducir mutaciones especificas en re-
giones especificas de un genoma de mamiferos (Thomas y col., Cell, 44: 419-428 (1986); Thomas y Capecchi, Cell,
51: 503-512 (1987); Doetschman y col., Proc. Natl. Acad. Sci., 85: 8583-8587 (1988)) o para corregir mutaciones
especificas en el interior de genes defectivos (Doetschman y col., Nature, 330: 576-578 (1987)). Se describen las
técnicas de recombinacién homdloga a modo de ejemplo en la Patente de los Estados Unidos N° 5.272.071 (docu-
mento EP 9193051, Publicaciéon EP N° 505500 y documento PCT/US90/07642, Publicacién Internacional N° WO
91/09955).

Mediante la recombinaciéon homoéloga, se puede dirigir la secuencia de ADN que se va a insertar en el genoma de
una region especifica del gen de interés mediante la unién con su ADN diana. E1 ADN dirigido es una secuencia de
nucleétidos que es complementaria (homoéloga) de una regién del ADN genémico. Pequeiias piezas del ADN dirigido
que son complementarias de una regién especifica del genoma se ponen en contacto con la cadena parental durante
el proceso de replicacion del ADN. Es una propiedad general del ADN que se ha insertado en una célula que se
hibride y por tanto, se recombine con otras piezas del ADN endégeno mediante regiones homélogas compartidas. Si
esta cadena complementaria se une a un oligonucledtido que contiene una mutacién o una secuencia diferente o un
nucleétido adicional, éste se incorpora también en la cadena sintetizada de nuevo como resultado de la recombinacion.
Como resultado de la funcién de correccion, es posible que la nueva secuencia de ADN sirva como plantilla. De esta
manera, el ADN transferido se incorpora al genoma.

Unidas a estas piezas del ADN dirigido estdn las regiones del ADN que pueden interactuar con o controlar la
expresion de un polipéptido MK61, por ejemplo, las secuencias de flanqueo. Por ejemplo, se inserta un elemento
promotor/potenciador, un supresor o un elemento exégeno modulador de la transcripcién en el genoma de la célula
huésped pretendida en la cercania y orientacidn suficiente para influenciar la transcripcion del ADN que codifica el
polipéptido MK61 deseado. El elemento de control controla una porcién del ADN presente en el genoma de la célula
huésped. De esta manera, se puede conseguir la expresion del polipéptido MK61 deseado no mediante la transfeccién
del ADN que codifica el gen MK61 por si misma, sino en su lugar mediante el uso de ADN dirigido (que contiene
las regiones de homologia con el gen enddgeno de interés), acoplado a los segmentos reguladores del ADN que
proporcionan la secuencia del gen endégeno con sefiales reconocibles para la transcripciéon de un gen MK61.

En un procedimiento a modo de ejemplo, la expresiéon de un gen diana en una célula (es decir, un gen celu-
lar end6geno deseado) se altera mediante la recombinacién homdloga en el genoma celular en un emplazamiento
preseleccionado mediante la introduccién de ADN que incluye al menos una secuencia reguladora, un exén y un em-
plazamiento donante de corte y empalme. Estos componentes se introducen en el ADN cromosémico (genémico) de
tal manera que éste, en efecto, da como resultado la produccién de una nueva unidad de transcripcion (en la que la
secuencia reguladora, el exén y el emplazamiento donante de corte y empalme presentes en el constructo de ADN
se unen de manera operativa al gen endégeno). Como resultado de la introduccion de estos componentes en el ADN
cromosomico, se altera la expresion del gen endégeno deseado.

La expresion del gen alterado, tal como se describe en el presente documento, abarca la activacién (o hace que se
exprese) de un gen que es normalmente silencioso (no expresado) en la célula que se obtiene, asi como un aumento
de la expresidn de un gen que no se expresa a niveles fisioldgicamente significativos en la célula que se obtiene. Las
formas de realizacion abarcan ademds el cambio del modelo de regulacién o induccién de tal manera que es diferente
del modelo de regulacién o induccién que se produce en la célula que se obtiene, y la reduccién (que incluye la
eliminacién) de la expresion de un gen que se expresa en la célula que se obtiene.

Un procedimiento por el cual se puede usar la recombinacién homéloga para aumentar, o producir la produccién
del polipéptido MK61 a partir de un gen MK61 end6geno de una célula implica en primer lugar usar la recombinacién
homéloga para colocar una secuencia de recombinacion en un sistema de recombinacion especifico del emplazamien-
to (por ejemplo, Cre/loxP, FLP/FRT) (véase, Sauer, Current Opinion In Biotechnology, 5: 521-527 (1994) y Sauer,
Methods In Enzymology, 225: §90-900 (1993)) en la direccién 5’ (esto es, 5’ respecto de) de la region de codificacion
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del polipéptido MK61 genémico endégeno de la célula. Se introduce un plasmido que contiene un emplazamiento de
recombinacién homdlogo al del emplazamiento que se coloca justo en la direccién 5’ de la regién de codificacion del
polipéptido MK61 gendmico en la linea celular modificada junto con el enzima recombinasa apropiado, Este enzima
recombinasa hace que el pldsmido se integre, mediante el emplazamiento de recombinacién del pldsmido, en el em-
plazamiento de recombinacién localizado justo en la direccién 5° de la regién de codificacion del polipéptido MK61
gendmico en la linea celular (Baubonis y Sauer, Nucleic Acids Res., 21: 2025-2029, 1993 y O’Gorman y col., Science,
251: 1351-1355 (1991)). Cualquier secuencia de flanqueo conocida por aumentar la transcripcién (por ejemplo, po-
tenciador/promotor, intrén o potenciador traduccional), si se posiciona apropiadamente en este pldsmido, se integraria
de tal manera que crearia una unidad transcripcional nueva o modificada dando como resultado la produccién de novo
o aumentada del polipéptido MK61 a partir del gen MK61 endégeno de la célula.

Un procedimiento adicional para usar la linea celular en la que la secuencia de recombinacién especifica del
emplazamiento se ha colocado justo en la direccién 5’ de la regién que codifica el polipéptido MK61 gendmico
endégeno es usar la recombinacién homoéloga para introducir un segundo emplazamiento de recombinacién en otra
parte del genoma de la linea celular. A continuacién se introduce el enzima recombinasa apropiado en el segundo
emplazamiento de recombinacién de la linea celular, produciendo un episodio de recombinacién (deleccidn, inversion,
o translocacién) (Sauer, Current Opinion In Biotechnology, mds arriba (1994) y Sauer, Methods In Enzymology, més
arriba, (1993)) que crearia una unidad transcripcional nueva o modificada dando como resultado la produccién de novo
o aumentada del polipéptido MK61 a partir del gen MK61 endégeno de la célula.

Una solucién adicional para aumentar, o producir, la expresion del polipéptido MK61 a partir de un gen MK61
enddgeno de la célula implica aumentar, o producir, la expresiéon de un gen o genes (por ejemplo, los factores de
transcripcién) y/o disminuir la expresién de un gen o genes (por ejemplo, los represores transcripcionales) de una
manera que de como resultado la produccion de novo o aumentada del polipéptido MK61 a partir del gen MK61
endégeno de la célula. Este procedimiento incluye la introduccién de un polipéptido que no se produce naturalmente
(por e]emplo un polipéptido que comprende una region de unién al ADN especifica de el emplazamiento fusionada
a una region del factor transcripcional) de tal manera que de cémo resultado la produccién de novo o aumentada del
polipéptido MK61 a partir del gen MK61 endégeno de la célula.

La presente invencion se refiere ademds a constructos de ADN fitiles en el procedimiento de alterar la expresion
de un gen diana. En algunas formas de realizacién, los constructos de ADN a modo de ejemplo comprenden: (a)
una o mds secuencias diana; (b) una secuencia reguladora; (c) un exén y (d) un emplazamiento donante de corte y
empalme no emparejado. La secuencia diana en el constructo de ADN dirige la integracién de los elementos (a)-(d)
en un gen diana en una célula de tal manera que los elementos (b)-(d) se unen de manera operativa a las secuencias
del gen diana end6geno. En otra forma de realizacion, los constructos de ADN comprenden: (a) una o mds secuencias
diana, (b) una secuencia reguladora, (c) un exon, (d) un emplazamiento donante de corte y empalme, (e) un intrén y
(f) un emplazamiento aceptor de corte y empalme, en el que la secuencia diana dirige la integracién de los elementos
(a)-(f) de tal manera que los elementos de (b)-(f) se unen de manera operativa al gen endégeno. La secuencia diana
es homdloga con el emplazamiento preseleccionado en el ADN cromosémico con cuya recombinacién homdloga se
produce éste. En el constructo, el ex6n es en general el 3’ de la secuencia reguladora y el emplazamiento donante de
corte y empalme es el 3’ del exon.

Si se conoce la secuencia de un gen concreto, tal como la secuencia del 4cido nucleico del polipéptido MK61
presentada en el presente documento, se puede sintetizar una pieza de ADN que sea complementaria de una regién
seleccionada del gen u obtenerse de otra manera, tal como mediante la restriccién apropiada del ADN natural en
los emplazamientos de reconocimiento especificos que se unen a la regién de interés. Esta pieza sirve como una(s)
secuencia(s) diana tras la insercién en la célula en la que hibridard con su regién homologa en el interior del genoma,
Se piensa convencionalmente que si se produce esta hibridacién durante la replicacién del ADN, esta pieza de ADN,
y a cualquier secuencia adicional unida a la anterior, actuard como un fragmento Okazaki y se incorporard en la
cadena hija de ADN sintetizada de nuevo. La presente invencién, por tanto, incluye los nucleétidos que codifican un
polipéptido MK61, cuyos nucleétidos se pueden usar como secuencias diana.

Se contempla también la terapia celular del polipéptido MK61, por ejemplo, el implante de células que produce
polipéptidos MK61. Esta forma de realizacién implica implantar células capaces de sintetizar y segregar una forma
biolégicamente activa del polipéptido MK61. Dichas células que producen el polipéptido Mk61 pueden ser células que
sean productoras naturales de polipéptidos MK61 o pueden ser células recombinantes cuya capacidad para producir
polipéptidos MK61 se ha aumentado mediante transformacién con un gen que codifica el polipéptido MK61 deseado
0 con un gen que aumenta la expresion del polipéptido MK61. Se puede llevar a cabo dicha modificacién por medio
de un vector adecuado para administrar el gen asi como promoviendo su expresion y secrecion. Co el fin de minimizar
una reaccion inmunoldgica potencial en pacientes a los que se estd administrando un polipéptido Mk61, como puede
producirse con la administracién de un polipéptido de una especie extrafia, se prefiere que las células naturales que
producen el polipéptido MK61 sean de origen humano y produzcan el polipéptido MK61 humano. Igualmente, se
prefiere que las células recombinantes que producen el polipéptido MK61 se transformen con un vector de expresion
que contenga un gen que codifique un polipéptido MK61 humano.

Se pueden encapsular las células implantadas para evitar la infiltracién en el tejido circundante. Se pueden implan-
tar células animales humanas o no humanas en pacientes con espacios poliméricos biocompatibles semipermeables o
en membranas que permitan la liberacion del polipéptido MK61 pero eviten la destruccién de las células por el sistema
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inmune del paciente o por otros factores perjudiciales procedente del tejido que la rodea. Alternativamente, las propias
células del paciente, transformadas para producir los polipéptidos MK61 ex vivo, se pueden implantar directamente en
el paciente sin dicha encapsulacién.

Se conocen en la técnica las técnicas para la encapsulacién de células vivas, y se puede llevar a cabo de manera ru-
tinaria la preparacion de las células encapsuladas y su implante en pacientes. Por ejemplo, Baetge y col. (documentos
WO 95/05452 y PCT/US94/C9299) describen cdpsulas de membranas que contienen células disefiadas mediante inge-
nierfa genética para la administracion eficaz de moléculas biolégicamente activas. Las cdpsulas son biocompatibles y
facilmente recuperables. Las cdpsulas encapsulan las células transfectadas con moléculas de ADN recombinante que
comprenden secuencias de ADN que codifican moléculas biol6gicamente activas unidas de manera operativa a pro-
motores que no estan sujetos a la infraregulacion in vivo tras el implante en un huésped de mamiferos los dispositivos
proporcionan la administracién de las moléculas de las células vivas en emplazamientos especificos en el interior de
un huésped. Ademads, Véanse las Patente de los Estados Unidos N* 4.892.538, 5.011.472 y 5.106.627. Se describe un
sistema para encapsular células vivas en la Solicitud PCT n° PCT/US91/00157 de Aebischer y col. Véanse también, la
Solicitud PCT n°. PCT/US91/00155 de Aebischer y col.; Winn y col., Exper. Neurol., 113: 322-329 (1991), Aebischer
y col., Exper. Neurol., 111: 269-275 (1991); y Tresco y col., ASAIO, 38: 17-23 (1992).

Se prevee también la administracion de terapia génica in vitro e in vivo de polipéptidos MK61. Un ejemplo de una
técnica de terapia génica es el uso del gen MK61 (tanto con ADN genémico como con ADNc y/o ADN sintético)
que codifica un polipéptido MK61 que se puede unir de manera operable a un promotor constitutivo o inducible para
formar un “constructo de ADN de terapia génica”. El promotor puede ser homdlogo o heterdlogo para el gen MK61
endégeno, proporcionando que éste sea activo en el tipo de célula o tejido en el que se inserta el constructo. Otros
componentes del constructo de ADN de terapia génica pueden incluir opcionalmente moléculas de ADN disefiadas
para la integracion especifica del emplazamiento (por ejemplo, secuencias enddgenas ttiles para la recombinacién
homéloga); promotor especifico del tejido, potenciador(es) o silenciador(es); moléculas de ADN capaces de propor-
cionar una ventaja selectiva sobre la célula parental; moléculas de ADN titiles como marcas para identificar las células
transformadas; sistemas de seleccidén negativa; agentes de unién especifica a células (como, por ejemplo, para hacer
diana en la célula); factores de internalizacién especificos de células; y factores de transcripcién para potenciar la
expresion mediante un vector, asi como factores para permitir la fabricacién del vector.

Se puede introducir un constructo de ADN de terapia génica en las células (tanto ex vivo como in vivo) usando
vectores viricos o no viricos. Un medio para introducir el constructo de ADN de terapia génica es por medio de
vectores viricos tal como se describe en el presente documento Algunos vectores, tales como los vectores retroviricos,
administrardn el constructo de ADN en el ADN cromosémico de las células, y el gen se puede integrar en el ADN
cromosomico. Otros vectores funcionardn como episomas, y el constructo de ADN de terapia génica permanecerd no
integrado.

En otras formas de realizacion adicional, se pueden incluir elementos reguladores de la expresion controlada del
gen MKG61 en la célula diana. Dichos elementos se excitan en respuesta a un efector apropiado. De esta manera, se
puede expresar un polipéptido terapéutico cuando se desee. Un medio de control convencional implica el uso de molé-
culas pequefias dimerizadoras o rapalogos (tal como se describe en los documentos W09641865 (PCT/US96/099486);
WO09731898 (PCT/US97/03137) y WO9731899 (PCT/US95/03157)) usados para dimerizar proteinas quiméricas que
contienen una regién de unién a moléculas pequefas y una regién capaz de iniciar el proceso bioldgico, tal como la
proteina de unién al ADN o una proteina de activacién transcripcional. Se puede usar la dimerizacién de las proteinas
para iniciar la transcripcién del transgen.

Una tecnologia de regulacién alternativa usa un procedimiento de almacenamiento de proteinas expresadas a través
del gen de interés en el interior de la célula como un agregado o cluster. El gen de interés se expresa como una proteina
de fusion que incluye una regidén de agregacion condicional que da como resultado la retencién de la proteina agregada
en el reticulo endopldsmico. Las proteinas almacenadas son estables e inactivas en el interior de la células. Se puede
liberar las proteinas, sin embargo, administrando un firmaco (por ejemplo, una pequefia molécula de ligando) que
elimina la regién de agregacion condicional y por tanto rompe especificamente los agregados o cldsteres de tal manera
que se pueden segregar las proteinas a partir de las células. Véanse, Science 287: 816-817 y 826-830 (2000).

Otros medios de control adecuados o cambios génicos incluyen, pero no se limitan a, los siguientes sistemas. Se usa
mifepristona (RU486) como un antagonista de progesterona. La unién de una regién de unién al ligando del receptor
de una progesterona modificada con el antagonista de la progesterona activa la transcripcién formando un dimero de
dos factores de transcripcién que a continuacién pasan en el nicleo para unirse al ADN. La regién de unién al ligando
estd modificada para eliminar la capacidad del receptor de unirse al ligando natural. Se describe ademds el sistema del
receptor de la hormona esteroidea modificada en los documentos U.S. 5.364.791; W09649911 y WO9710337.

Otro sistema de control mds usa ecdisoma (una hormona esteroidea de la mosca de la fruta) que se une a y activa
un receptor de la ecdisoma (receptor citopldsmico). A continuacién el receptor se transloca en el niicleo para unirse
al elemento de respuesta especifico del ADN (gen sensible a la ecdisoma procedente del promotor. El receptor de
la ecdisoma incluye una regién de transactivacién/region de unién al ADN/regién de unién al ligando para iniciar la
transcripcion. Se describe ademas el sistema de la ecdisoma en la Patente de los Estados Unidos N° 5.514.578; y los
documentos W0O9738117; W09637609; y W0O9303162.
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Otro medio de control usa un transactivador controlable de la tetraciclina positiva. Este sistema implica una regién
de unién al ADN de la proteina del represor tet mutado (cambios en los aminodcidos R-4 tet mutados que dan como
resultado una proteina del transactivador regulado por la tetraciclina inversa, es decir, ésta enlaza con un operador tet
en presencia de tetraciclina) unida a un polipéptido que activa la transcripcion. Se describen dichos sistemas en las
Patentes de los Estados Unidos N> 5.464.758; 5.650.298, y 5.654.168.

Se describen sistemas de control de la expresion y constructos de dcido nucleico adicionales en las patentes de los
Estados Unidos N** 5.741.679 y 5.834.186, de Innovir Laboratories Inc.

Se puede llevar a cabo la terapia génica in vivo introduciendo el gen que codifica un polipéptido MK61 en las
células mediante inyeccion local de una molécula de 4cido nucleico de MK61 o mediante otros vectores de adminis-
tracion viricos o no viricos apropiados (Hefti, Neurobiology, 25: 1418-1435 (1994)). Por ejemplo, una molécula de
dcido nucleico que codifica un polipéptido MK61 puede estar contenida en un vector virico adenoasociado (AAV) para
la administracién en las células diana (por ejemplo, Johnson, Publicacién Internacional N° W095/34670 y Solicitud
Internacional N° PCT/US95/07178). El genoma de AAV recombinante contiene normalmente repeticiones terminales
invertidas que flanquean una secuencia de ADN que codifica un polipéptido MK61 unido de manera operable a un
promotor funcional y las secuencias de poliadenilacion.

Los vectores viricos adecuados alternativos incluyen, pero no se limitan a, los vectores viricos de retrovirus, ade-
novirus, virus del herpes simple, lentivirus, virus de la hepatitis, parvovirus, papovavirus, poxvirus, alfavirus, corona-
virus, rhabdovirus, paramixovirus y virus del papiloma. La Patente de los Estados Unidos N° 5.672.344 describe un
sistema de transferencia génica mediado por virus in vivo que implica un vector VHS-1 neurotréfico recombinante.
La Patente de los Estados Unidos n° 5.399.346 proporciona ejemplos de un procedimiento para proporcionar una pro-
tefna terapéutica a un paciente mediante la administracion de células humanas que se han tratado in vitro para insertar
un segmento de ADN que codifica una proteina terapéutica. Se describen en la Patente de los Estados Unidos N°
5.631.236 los procedimientos y los materiales adicionales para la practica de las técnicas de terapia génica que impli-
can vectores adenoviricos. La Patente de los Estados Unidos n°® 5.672.510 implica vectores retroviricos; y la Patente
de los Estados Unidos N° 5.635.399 implica vectores retroviricos que expresan citoquinas.

Los procedimientos de administracién no viricos incluyen, pero no se limitan a, transferencia mediada por liposo-
mas, administraciéon de ADN desnudo (inyeccién directa), transferencia mediada por el receptor (complejo ligando-
ADN), electroporacion, precipitacién con fosfato de calcio, y bombardeo de microparticulas (por ejemplo, cafién de
genes). Los materiales y procedimientos de terapia génica pueden incluir también el uso de promotores inducibles,
promotores potenciadores especificos del tejido, secuencias de ADN disefiadas para la integracion especifica en el em-
plazamiento, secuencias de ADN capaces de proporcionar una ventaja selectiva sobre la célula parental, marcas para
identificar las células transformadas, sistemas de seleccidon negativa y sistemas de control de la expresion (medidas
de seguridad), agentes de unidn especificos de célula (para hacer diana en la célula), factores de internalizacién espe-
cificos de célula, y factores de transcripcién para potenciar la expresién por un vector asi como los procedimientos
d fabricacion del vector. Dichos procedimientos y materiales adicionales para la préctica de las técnicas de la tera-
pia génica se describen en la Patente de los Estados Unidos N° 4.970.154 que implica técnicas de electroporacion;
el documento W096/40958 implica ligandos nucleares; la Patente de los Estados Unidos n° 5.679.559 describe un
sistema que contiene una lipoproteina para la administracién del gen; la Patente de los Estados Unidos n® 5,676.954
implica vehiculos de liposomas; la Patente de los Estados Unidos N° 5.593.875 se refiere a los procedimientos para la
transfeccion con fosfato de calcio; y la Patente de los Estados Unidos N° 4.945.050 en la que las particulas biolégica-
mente activas se impulsan a las células a una velocidad a la cual las particulas penetran la superficie de las células y
se vuelven a incorporar en el interior de las células.

Se contempla también que la terapia génica o la terapia celular de MK61 puede incluir ademas la administracién
de uno o més polipéptido(s) adicional(es) en la misma o diferente(s) célula(s). Dichas células se pueden introducir
separadamente en el paciente, o las células pueden estar contenidas en un dispositivo implantable tinico, tal como en
una membrana de encapsulacién descrita anteriormente, o las células se pueden modificar separadamente por medio
de vectores viricos.

Un medio para aumentar la expresion endogena del polipéptido MK61 en una célula mediante terapia génica es
insertar uno o mas elemento(s) potenciador(es) en el promotor del polipéptido MK61, en el que el(los) elemento(s)
potenciador(es) puede(n) servir para aumentar la actividad transcripcional del gen MK61. El(los) elemento(s) poten-
ciador(es) usado(s) se seleccionara(n) en funcion del tejido en el que se desea activar el(los) gen(es); se seleccionard(n)
el(los) elemento(s) potenciador(es) conocido(s) por conferir la activacion del promotor en este tejido. Por ejemplo, si
un gen que codifica un polipéptido MK61 se “excita” en las células T, se puede usar el elemento potenciador promotor
Ick. Aqui, se puede insertar la porcion funcional del elemento transcripcional que se va a afadir en un fragmento de
ADN que contiene el promotor del polipéptido MK61 (y opcionalmente, insertarse en un vector y/o en la(s) secuen-
cia(s) de flanqueo 5’ y/o 3’, etc) usando las técnicas de clonacidn estdndar. Este constructo, conocido como “constructo
de recombinacién homdloga”, se puede introducir a continuacién en las células deseadas tanto ex vivo como in vivo.

Se puede usar también la terapia génica para disminuir la expresion del polipéptido MK61 modificando la secuen-
cia de nucleétidos del(de los) promotor(es) endégeno(s). Dicha modificacién se lleva a cabo normalmente mediante
los procedimientos de recombinacién homéloga. Por ejemplo, se puede disefiar mediante ingenieria una molécula de
ADN que contenga todo o una porcién del promotor del(de los) gen(es) MK61 seleccionados(s) para la inactivacion,
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para eliminar y/o sustituir las piezas del promotor que regula la transcripcioén. Por ejemplo, se pueden eliminar la se-
cuencia TATA y/o el emplazamiento de unién de un activador transcripcional del promotor usando técnicas de biologia
molecular estandar; dicha deleccién puede inhibir la actividad del promotor reprimiendo por tanto la transcripcién del
gen MKG61 correspondiente. Se puede llevar a cabo la deleccién de la secuencia TATA o el emplazamiento de unién
al activador de la transcripcién en el promotor generando un constructo de ADN que comprenda todo o la porcién
relevante del(de los) promotor(es) del polipéptido MK61(a partir de la misma o una especie relacionada con el(los)
gen(es) MK61 que se va(n) a regular) en la que una o més de la secuencia TATA y/o los nucleétidos del emplaza-
miento de unién al activador transcripcional estin mutados mediante sustitucién, deleccién y/o insercién de uno o mas
nucledtido. Como resultado, la secuencia TATA y/o el emplazamiento de unién al activador ha disminuido la actividad
o se vuelve completamente inactivo. El constructo contendrd normalmente al menos aproximadamente 500 bases de
ADN que corresponde a las secuencias 5’ y 3’de ADN naturales (endégenas) adyacentes al segmento del promotor
que se ha modificado. Se puede introduciré el constructo en las células apropiadas (tanto ex vivo como in vivo) tanto
directamente como mediante un vector virico tal como se describe en el presente documento. Normalmente, la in-
tegracién del constructo en el ADN gendémico de las células serd mediante recombinacién homdloga, en las que las
secuencias 5’ y 3’ del ADN en el constructo del promotor puede servir para ayudar a integrar la regién del promotor
modificado mediante hibridacién en el ADN cromosémico endégeno.

Usos adicionales de dcidos nucleicos y polipéptidos de MK61

Se pueden usar las moléculas de dcido nucleico de la presente invencién (incluyendo aquellas que no codifican
por si mismas polipéptidos bioldgicamente activos) para mapear las localizaciones del gen MK61 y los genes relacio-
nados en los cromosomas. Se puede llevar a cabo el mapeado mediante técnicas conocidas en la técnica, tal como la
amplificacion de la PCR y la hibridacién in situ.

Las moléculas de acido nucleico de MK61 (incluyendo aquellas que no codifican por si mismas polipéptidos
biolégicamente activos), pueden ser utiles como sondas de hibridacion para ensayar en ensayos diagndsticos, tanto
cualitativa como cuantitativamente, la presencia de un ADN de MK61 o el ARN correspondiente en muestras de
tejido o fluido corporal de mamiferos.

La presente invencion proporciona de esta manera reactivos para uso en aplicaciones diagndsticas. Se ha localiza-
do el gen MK61 humano en la banda del cromosoma 19q13. Més especificamente, el gen se localiza en una regién
en el interior, o cercana a, 19q13.1. Se han localizado varios otros genes de interés en esta region del cromosoma
19, incluyendo el clister del receptor del leucocito humano (LRC) que se ha demostrado que contiene 19 genes que
codifican los receptores expresados por el leucocito de la superfamilia de la inmunoglobulina (Ig), el gen Kir2.4 hu-
mano que rectifica hacia dentro el canal del potasio (KCNJ14), el gen KIR103 humano del receptor del inhibidor de
la célula asesina, el gen de la proteina ribosémica S19, la prostasa, y el Tipo 1 de la Serina Proteasa. MK61 es un
candidato para las enfermedades y trastornos resefiados en el presente documento que incluyen cistinuria, sindrome
nefritico congénito, sindrome nefrético familiar, glomeruloesclerosis segmental focal familiar, tumor FWT2 de Wilms
familiar, sindrome hemofagocitico asociado a linfoma de células B, enfermedad de Camurati-Engelmann, displasia
diafiseal progresiva, paraplejia espdstica hereditaria, asma, defectos del corazén, desarrollo del ojo, lupus sistémico
eritematoso (hSLE1), microcefalia primaria (MCPH2), disistosis espondilocostal recesiva autosémica, locus modifi-
cador de la fibrosis cistica para ileo meconio, leucemia mielégena aguda, linfoma de células B asociado con sindrome
hemofagocitico, mieloma multiple, tumores de células germinales testiculares, glioma maligno, hipercalcemia benig-
na familiar, el gen MK61, se puede usar una sonda que comprenda el ADN o el ARN de MK61 para determinar si
el gen MK61 estd presente en el cromosoma 19, o si se ha producido una mutacién. Las aberraciones cromosdmicas
detectables en el locus de gen MK61 incluyen, pero no se limitan a, aneuploidia, cambios en el nimero de copias del
gen, inserciones, delecciones, cambios en el emplazamiento de restriccién y redisposiciones: Se pueden producir estas
aberraciones en el interior de la secuencia de codificacion, en el interior de intrones, o en el interior de secuencias
de flanqueo, que incluyen el promotor y las regiones reguladoras en la direccién 5°, y se pueden manifestar como
alteraciones fisicas en el interior de una secuencia de codificacién o cambios en el nivel de expresion del gen. Las
sondas analiticas tendran generalmente al menos 20 nucledtidos de longitud, aunque se pueden usar sondas algo mas
cortas (14-17 nucle6tidos). Los cebadores de la PCR tienen al menos 5 nucleétidos de longitud, preferiblemente 15
o mas nucleétidos, mas preferiblemente 20-30 nucleétidos de longitud. Se pueden usar polinucleétidos cortos cuando
una pequefia region del gen es la diana del andlisis. Para andlisis grueso de genes, una sonda de polinucledtido puede
comprender un exén completo o mas. Las sondas comprenderdn generalmente un polinucleétido unido a un resto que
genera sefial tal como un radionucleétido. En general, estos procedimientos diagndsticos comprenden las etapas de
(a) obtener una muestra genética de un paciente; (b) incubar la muestra genética con una sonda o cebador de poli-
nucledtido tal como se describe anteriormente, en condiciones en que el polinucleétido se hibridara con la secuencia
complementaria del polinucleétido para producir un primer producto de reaccién; y (c) comparar el primer producto
de reaccién con un producto de reaccién de control. Una diferencia entre el primer producto de reaccién y el produc-
to de control es indicativa de una anormalidad genética en el paciente. Las muestra genéticas para uso dentro de la
presente invencion incluyen ADN gendmico, ADNc, y ARN. La sonda o cebador de polinucleétido puede ser ARN o
ADN, y comprendera una porcién de la SEC DE ID N°: 1, SEC DE ID N° 3, SEC DE ID N°: 5, SEC DE ID N°: 7,
SEC DE ID N°: 9, SEC DE ID N°: 11, SEC DE ID N°: 13, o SEC DE ID N°: 15, el complemento de la SEC DE ID
N°: 1, SEC DE ID N° 3, SEC DE ID N°: 5, SEC DE ID N°: 7, SEC DE ID N°: 9, SEC DE ID N°: 11, SEC DE ID N*:
13, o SEC DE ID N°: 15 o un ARN equivalente de la misma. Los procedimientos de ensayo adecuados a este respecto
incluyen técnicas genéticas moleculares conocidas por aquellas personas expertas en la técnica, tales como el andlisis
del polimorfismo de longitud del fragmento de restriccion (RFLP), el andlisis de repeticién en tdindem corto (STR) que
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emplea técnicas de la PCR, reaccién de la cadena de ligadura (Barany, PCR Methods and Applications 1:5-16 (1991)),
ensayos de proteccidn de la ribonucleasa, y otras técnicas genéticas de andlisis de la unién conocidas en la técnica.
Véase Sambrook y col., Id.; Ausubel y col., Id., y A. J. Marian, Chest 108: 255-65 (1995). Los ensayos de proteccién
de la ribonucleasa (Ausubel y col., 1d., cap. 4) comprenden la hibridacién de una sonda de ARN en una muestra de un
ARN de un paciente, tras lo cual se expone el producto de reaccién (ARN-ARN) a la RNasa. Las regiones hibridadas
del ARN se protegen de la digestién. Dentro de los ensayos de la PCR, se incuba una muestra genética de un paciente
con un par de cebadores de oligonucledtidos, y se amplifica y recupera la region entre los cebadores. Cambios en el
tamaiio, la cantidad, o la secuencia del producto recuperado son indicativos de mutaciones en el paciente. Otra técnica
basada en la PCR que se puede emplear es el andlisis del polimorfismo conformacional de cadena tinica (SSCP). Véase
Hayashi, PCR Methods and Application 1: 34-38 (1991).

Se pueden usar los ensayos de la proteina MK61 en suero para detectar las enfermedades y trastornos resefiados
en el presente documento. Las personas expertas en la técnica reconocerdn que se puede conseguir el tratamiento de
las dolencias relacionadas con la infraexpresion o la sobreexpresion de MK61 mediante la manipulacion terapéutica
de los niveles de la proteina MK61.

Se pueden usar los polipéptidos MK61 (simultdnea o secuencialmente) en combinacién con una o mds citoquinas,
factores de crecimiento, antibidticos, agentes antiinflamatorios y/o quimioterapéuticos segin sea apropiado para la
indicacién que se esté tratando.

Se pueden emplear también otros procedimientos cuando sea deseable inhibir la actividad de uno o més polipép-
tidos MK61. Se puede efectuar dicha inhibicién mediante moléculas de 4cido nucleico que sean complementarias a
y que se hibriden con las secuencias control de la expresién (formacién en triple hélice) o el ARNm de MK61. Por
ejemplo, se pueden introducir moléculas de ADN o ARN de sentido contrario, que tengan una secuencia que sea
complementaria de al menos una porcién del(de los) gen(es) MK61 (seleccionado(s) en la célula. Se pueden disefiar
sondas de sentido contrario mediante las técnicas disponibles usando la secuencia del polipéptido MK61 descrita en el
presente documento. Normalmente, cada una de dichas moléculas de sentido contrario serd complementaria respecto
del emplazamiento de inicio (extremo 5°) de cada gen MK61 seleccionado. Cuando la molécula de sentido contrario se
hibrida a continuacién con el ARNm de MK61 correspondiente, se evita o reduce la traduccién de este ARNm. Los in-
hibidores de sentido contrario proporcionan informacidn relacionada con la disminucién o ausencia de un polipéptido
Mk61 en una célula u organismo.

Alternativamente, se puede emplear la terapia génica para crear un inhibidor dominante negativo de uno o mas
polipéptidos MK61. En esta situacion, se puede preparar el ADN que codifica un polipéptido mutante de cada poli-
péptido MK61 seleccionado e introducirse en las células de un paciente usando procedimientos tanto viricos como
no viricos tal como se describe en el presente documento. Se disefia normalmente cada uno de dichos mutantes para
competir con polipéptido endégeno en su papel bioldgico.

Ademds, un polipéptido MK61, tanto biol6gicamente activo como no, se puede usar como inmundgeno, esto es, el
polipéptido contiene al menos un epitopo contra el cual se pueden estimular anticuerpos. Se pueden usar agentes de
unidn selectiva que se unen a un polipéptido MK61 (tal como se describe en el presente documento) para objetivos de
diagnéstico in vivo e in vitro, que incluyen, pero no se limitan a, el uso en forma marcada para detectar la presencia
del polipéptido MK61 en una muestra de fluido corporal o celular. Se pueden usar también anticuerpos para evitar,
tratar o diagnosticar numerosas enfermedades o trastornos, incluyendo aquellos resefiados en el presente documento.
Se pueden unir los anticuerpos a un polipéptido MK61 con el fin de disminuir o bloquear al menos una actividad
caracteristica de un polipéptido MK61, o se pueden unir a un polipéptido para aumentar al menos una actividad
caracterfstica de un polipéptido MK61 (incluyendo aumentar la farmacocinética del polipéptido MK61).

Se pretenden los siguientes ejemplos tinicamente a efectos de ilustracién y no deberian tomarse como limitantes
del alcance de la invencién de ninguna manera.

Ejemplo 1
Aislamiento de clones de ADNc de MK61 humano

Se llevé a cabo la investigacién de un perfil familiar del receptor de TNF en la base de datos EST de Amgen. Se
identificé una secuencia EST humana (G-0042-B7) como posible miembro de la familia del receptor de TNF nom-
brado como MK61. Se amplific6 mediante la PCR el clon humano de longitud completa procedente de una biblioteca
de nédulos linfoides humanos usando los siguientes cebadores: cebador de sentido directo de MK61 humano (5’-
GGTGACCACCTCGTGGGCAACGTCT-3’; SEC DE ID N°: 21), cebador de sentido contrario (5’-GCCCAATTAG
GATTGTACAAGAAG-3; SEC DE ID N°: 22) en las condiciones estdndar conocidas en la técnica. Se transcribi6 de
manera inversa el ARN poli (A)+ procedente del nédulo linfoide humano, y se sintetizaron los ADNc usando el kit
de amplificacién de ADNc Smart RACE (Clontech, Palo Alto, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Se cloné el ADNc de longitud completa del gen MK61 humano en el vector pcADN3 para la expresion en célu-
las de mamiferos (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se secuencié usando procedimientos estandar. El nombre del clon es
pcdna3huMK61#5 y contiene la isoforma MK61 T1 del ADNc humano.
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La secuencia del ADNc de MK61 humano tiene 1668 nucleétidos (SEC DE ID N°: 1) y codifica un polipéptido
de 355 aminodcidos (SEC DE ID N°: 2). El polipéptido (denotado en el presente documento como hMK61T1; véase
la Figura 1) contiene un péptido sefial que extiende los restos 1-23, una regién rica en cisteina que extiende los
restos 26-60 que se corresponde con la firma de la regién rica en cisteina de la superfamilia TNFR (Madry y col.
INTERNATIONAL IMMUNOLOGY. 10:1693-1702,1998, y las referencias en dicho presente documento, una regién
transmembrana que expande los restos 157-158, y una larga region intracelular. La alineacion cuidadosa de todos los
MK61 humanos disponibles que se corresponden con el ADNCc y las secuencias gendmicas disponibles en las bases de
datos publicas, bases de datos propias de Amgen, y la base de datos de Celera, identificé cinco isoformas adicionales
del MK61 humano de longitud completa (denotadas en el presente documento como MK61T2, MK61T3, MK61T4,
MKG61T5, y MK61T6 humanas).

La secuencia del polinucle6tido hMK61T2 tiene 1525 nucleétidos (SEC DE ID N°: 3) y codifica un polipéptido de
85 aminodcidos (SEC DE ID N°: 4) que contiene un péptido sefial (restos 1-23) pero no una region transmembrana pre-
dicha, sugiriendo que esta isoforma puede codificar un polipéptido segregado (Figura 2). hMK61T2 contiene la regién
rica en cisteina que expande los restos 26-51 que muestran una correspondencia imperfecta (5 de 6 emparejamien-
tos de cistefnas) con la firma de la regién rica en cisteina de la superfamilia TNFR. La secuencia del polinucledtido
hMK61T3 tiene 1289 nucledtidos (SEC DE ID N°: 5) y codifica un polipéptido de 136 restos de aminoécidos (SEC
DE ID N°: 6) que contiene un péptido sefial (restos 1-23) pero que no contiene una regién transmembrana predicha,
sugiriendo que esta isoforma puede codificar un polipéptido segregado (Figura 3). hMK61T3 contiene una region rica
en cisteina que expande los restos 26-60 que se corresponden con la firma de la region rica en cisteina de la super-
familia TNFR. La secuencia del polinucle6tido hMK61T4 tiene 1164 nucleétidos (SEC DE ID N°: 7) y codifica un
polipéptido con 187 restos de aminodcidos (SEC DE ID N°: 8) que contiene un péptido sefial (restos 1-23) pero no
una regién transmembrana predicha, sugiriendo que esta isoforma puede codificar un polipéptido segregado (Figura
4). hMK61T4 contiene una regién rica en cisteina que expande los restos 26-51 que muestran una correspondencia
imperfecta (5 de 6 emparejamientos de cisteina) con la firma de la regién rica en cisteina de la superfamilia TNFR.
La secuencia del polinucleétido hMK61TS5 tiene 1483 nucleétidos (SEC DE ID N°: 9) y codifica un polipéptido con
71 restos de aminoécidos (SEC DE ID N°: 10) con un péptido sefial (restos 1-23) pero no una regién transmembrana
predicha, sugiriendo que esta isoforma puede codificar un polipéptido segregado (Figura 5). hMK61T5 contiene una
region rica en cisteina que expande los restos 26-57 que se corresponden con la firma de la regién rica en cisteina de la
superfamilia TNFR pero que varfa ligeramente de la de hMK61T1. La secuencia del polinucle6tido hMK61T6 tiene
1104 nucleétidos (SEC DE ID N°: 11) y codifica un polipéptido con 167 restos de aminoacidos (SEC DE ID N°: 12)
que contiene un péptido sefial (restos 1-23) pero no una regién transmembrana predicha, sugiriendo que esta isoforma
puede codificar un polipéptido segregado (Figura 6). hMK61T6 contiene la region rica en cisteina que expande los
restos 26-51 que muestran una correspondencia imperfecta (5 de 6 emparejamientos de cisteina) con la firma de la
region rica en cisteina de la superfamilia TNFR.

De manera interesante, todas las isoformas MK61 humanas contienen una regién rica en cisteina de tipo TNFR
completa o parcial que puede constituir parte de la regién de unién al ligando. Por tanto, Aunque hMK61T1 parece
codificar un receptor superficial celular miembro de la familia TNFR novedoso bona fide, las isoformas hMK61-T2-
T6 humanas parecen codificar receptores segregados. Los receptores segregados pueden funcionar como receptores
sefiuelo que evitan la que el ligando de MK61 desconocido interactiie con su receptor, tal como se ha demostrado
anteriormente para la Osteoprotegerina (OPG). El ligando de la osteoprotegerina es una citoquina que regula la dife-
renciacion y activacién de los osteoclastos. (Lacey y col. Cell: 93: 165-176, 1998). Ademas, las isoformas MK61T1-
T6 pueden unirse y regular la sefializacién inversa del ligando de MK61 desconocido.

Ejemplo 2
Aislamiento del clon de ADNc de MK61 de murino

Se llev6 a cabo la investigacién del perfil familiar de un receptor de TNF en la base de datos EST de Amgen tal
como se describe anteriormente en el Ejemplo 1. Se identificé una secuencia EST humana (G-0042-B7) como un
posible miembro de la familia del receptor TNF nombrado como MK61. Se amplific6 mediante la PCR el clon MK61
de murino de longitud completa a partir de una biblioteca de células A20 de ratén usando los siguientes cebadores:
cebador de sentido directo de ratén (5°CGGACGCGTGGGCGGACGCGTGGG-3’ SEC DE ID N°: 23) cebador de
sentido contrario (5’-AGCAAACTCTGACTCAGCCAAGTT-3’; SEC ID N°: 24) en condiciones estandar conocidas
en la técnica. Se transcribié de manera inversa el ARN poli (A)+ de la linea A20 de células B de linfoma de ratén, y
se sintetiz6 el ADNc usando el kit de amplificacién de ADNc Smart RACE (Clontech, Palo Alto, CA) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Se clon6 el ADNc de longitud completa del gen de ratén en el vector pcADN3 para la
expresion celular en mamiferos (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se secuencié usando los procedimientos estdndar.

La secuencia del polinucle6tido MK61 de murino tiene 1202 nucleétidos (SEC DE ID N°: 13) y codifica un

polipéptido de 345 aminoacidos (SEC DE ID N°: 14). El polipéptido MK61T1 de murino es un receptor superficial
celular que tiene una secuencia sefial que expande los restos 1 a 21 y una region transmembrana (Figura 7).
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Ejemplo 3
Distribucion de ARNm de hMKG61 en tejidos

Se determind la distribuciéon de ARNm de MK61 mediante andlisis de inmunotransferencia Northern y la PCR
cuantitativa. Se purificaron células T de sangre periférica, células B y monocitos humanos mediante el coctel de
enriquecimiento Rosette Sep (Stem Cell Technologies) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se obtuvieron
células de Linfoma de Burkitt, células Raji, células T de linfoma, células Jurkat, células K562 y células U937 humanas
de la ATCC (Rockville, MD). Se aislé el ARN total de estas células mediante el kit RNeasy (Quiagen, Valencia, CA)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se llevaron a cabo los andlisis de inmunotransferencias Northern usando las condiciones estandar conocidas en
la técnica. Se adquirieron los ADNc de multiples tejidos y las inmunotransferencias Northern de multiples tejidos de
Clontech (Palo Alto, CA): Se hibridaron las inmunotransferencias Northern con sondas radioactivas de ser humano y
raton cebadas aleatoriamente durante 3 horas a 55°C y a continuacién se lavaron con algunos cambios de SSC X2/SDS
al 0,1% seguido por SSC 0,1X/SDS al 0,1% durante 30 minutos.

El andlisis de inmunotransferencia Northern demostré que hMK61 se expresé predominantemente en 6rganos
linfoides periféricos, bazo, nédulos linfoides, timo, médula ésea, en leucocitos de sangre periférica, asi como en
higado fetal. (Véanse las figuras 13 y 14). Se expresaron algunas isoformas MK61 diferentes en aquellos 6rganos pero
el transcripto principal tenia 1,6 pkb.

Se llevé a cabo la PCR cuantitativa en tiempo real en diversos tejidos y lineas celulares humanas. Este ensayo
usa una sonda fluorégena y cebadores de la PCR para permitir la deteccion de un producto de la PCR especifico.
Los cebadores de la PCR y la sonda se disefiaron usando el software Primer Express de PE Biosystems y que fueron
sintetizados por Amgen Boulder a peticion. Se usaron cebadores de oligonucledtidos especificos y las sondas de MK61
humano (Sonda n°® 2288-23 ETT CCC AGT TTT TCA TCT GCA CTG CCA X (SEC DE ID N°: 40); cebador 5’ n°
2288-22 TGC TGG ACC CAA CAC AAA TG (SEC DE ID N°: 41); cebador 3’ n° 2288-24 TGC CAT CCA ACC
ACT CAG TC (SEC DE ID N°®: 42)) y la ciclofilina humana (Sonda n° 2661-91 ECT GCC TGC TGC CTG GTC CAC
CTX (SEC DE ID N°: 43), cebador 5’ n° 2661-90 ACA CCT GGC CGC AAG ATA TG (SEQ ID N°: 44); cebador
3’:1n°2661-91 GAC TCG GCC TCA GCG AAT AG (SEC DE ID N°: 45)) como cebadores de Tagman. Siguiendo el
protocolo estdndar de PE Biosystems, se llevaron a cabo las reacciones Tagman de la PCR en un equipo ABI PRISM
7700 y se analizaron los datos mediante el software Sequence Detection System de PE Biosystems (véase la Figura
15).

La expresion del ARNm de MK61 humano fue la mayor en células monociticas, células B, nédulos linfoides, bazo
y células T. Se detectaron niveles intermedios de la expresion del ARNm de MK61 humano en higado, médula 6sea,
timo, amigdala e higado fetal. Se detectaron niveles bajos del ARNm de MK61 en pulmén, placenta y células Jurkat.
De manera interesante, la expresion del ARNm de MK61 humano fue mayor en las células B, células T y células
monociticas primarias que en las lineas celulares Raji, K562 y U937 tumorales correspondientes. Este modelo de
expresion seria consistente con la nocién de que la expresiéon de MK61 es linfoide especifica y se puede infrarregular
en células tumorales.

Ejemplo 4
Preparacion del constructo de fusion mMK61-Fc

Se subcloné la porcién extracelular predicha de 175 aminodcidos de Smil2.00051-f3 en el vector PEFBOS (pEF-
BOS; un potente vector de expresion en mamiferos; Mizushima y col. Nuc. Acids Res. 18: 5322, 1990), y se uni6 una
porcién Fc en el extremo del gen. La secuencia de nucleétidos que codifica el mMKG61-Fc se define en la SEC DE ID
N°: 15: Se llevo a cabo la transfeccién usando Citofecteno de Bio-Rad como reactivo de transfeccion. El medio acon-
dicionado se recogi6 48 horas después de la transfeccion, y el CM 10X se concentré mediante 10 columnas Centricon
(Millipore Corp., Bedford, MA). Las muestras introducidas en las hileras 6, 7, y 8 fueron los medios concentrados
acondicionados (véase la Figura 9).

Se detect6 la proteina de fusion mMK61 Fc (SEC DE ID N°: 16) mediante una IgG(Fc) anti-humana (Pierce), a
una dilucién de 1:3000, y a continuacién se visualizé mediante luminiscencia quimica potenciada (ECL). El tiempo de
exposicion fue de 15 segundos. Se usaron 2933 lisados celulares como control positivo y se prepararon como sigue: se
suspendieron 293 células (disponibles bajo nimero de acceso CRL-1573 de la ATCC) en 2,00 ul de tampén de carga
SDS 2X, y se calentaron. A continuacion, los lisados celulares (5 ul) se introdujeron en cada hilera. La transferencia
Western (Figura 9) indica que se segregd la proteina de fusion MK61-Fc y que es detectable en los medios celulares
acondicionados.
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Ejemplo 5
Produccion y purificacion de proteinas de fusion MK61-Fc recombinante
A. Clonacion y expresion bacteriana de la proteina MK61-Fc humana

Se usé la amplificacion de la PCR empleando los pares de cebadores y plantillas descritos a continuacion para
generar diversas formas de proteinas MK61 humanas. Un cebador de cada pareja introdujo un codén de inicio (TAA)
y un tnico emplazamiento Xhol tras el término carboxi del gen. El otro cebador de cada pareja introdujo un tnico
emplazamiento Ndel, una metionina N-terminal, y se optimizaron los codones de la porcién aminoterminal del gen.
Se llevé a cabo la PCR y el termociclado usando la metodologia del ADN recombinante estdndar. Se purificaron los
productos de la PCR, se digiri6 con restriccidn, y se insertaron en los emplazamientos Ndel y Xhol tnicos del vector
PAMG?21 (n° de acceso de la ATCC 98113). Posteriormente, se transformaron las cepas 393 6 2596 fotétrofas de E.
coli con el vector. Son también adecuados para la expresion otros vectores de expresion de E. coli y células huéspedes
comunmente usados. Tras la transformacién, se seleccionaron los clones, se aislé el ADN pldsmido y se confirmé la
secuencia del inserto de proteina de MK61.

1. pAMG21-M61 21-160 His humano

Se disefi6 mediante ingenieria el constructo pAMG21-h MK61 21-160 His para que tuviera 147 aminoacidos de
longitud y que tuviera los siguientes restos N terminal y C terminal: NH,-Met-Glu-Ala-Ser-Gln------- Gln-Ala-Trp-Pro-
Asn-His-His-His-His-His-His-COOH (SEC DE ID N°: 25). Se usé la siguiente pareja de cebadores de oligonucle6tidos
(n° 2609-87 y n° 2609-88) para la PCR y la clonacién de este constructo génico (2609-87: 5’-GAG GAA TAA CAT
ATG GAA GCC TCT CAG TAT TGC GGC CGC-3’ (SEC DE ID N°: 26); 2609-88: 5°-CGG CCG ATC CTC GAG
TTA ATG ATG ATG ATG ATG ATG ATT CGG CCA GGC CTG CTG-3’ (SEC DE ID N°: 27)).

2. pPAMG21-MK61 21-160 Fc humano (IgG1 humana)

Se disefi6 mediante ingenieria el constructo pAMG21-MK61 21-160 Fc humano para que tuviera 373 aminoécidos
de longitud y que tuviera los siguientes restos N terminal y C terminal: NH,-Met-Glu-Ala-Ser-Gln------- Ser-Pro-Gly-
Lys-COOH (SEC DE ID N°: 28). Se insert6 un ligante compuesto de cinco restos de glicina entre el término C de la
proteina MK61 y el término B de la IgG1 Fc humana. La secuencia de la unién de MK61-Fc fue como sigue Gln-
Ala-Trp-Pro-Asn-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Asp-Lys-Thr-His (SEC DE ID N°: 29). Se llev6 a cabo la amplificacién de
la PCR de este constructo en dos etapas. En la primera etapa, se amplificaron las porciones MK61 y Fc del gen. Los
oligos con n® 2609-87 (5’-GAG GAA TAA CAT ATG GAA GCC TCT CAG TAT TGC GGC CGC-3’ SEC DE ID
N°: 30); y n* 2609-97 (5’-ACA TGT GTG AGT TTT GTC ACC ACC ACC ACC ACC ATT CGG CCA GGC CTG
CTG-3’SEC DE ID N°: 31) se usaron para amplificar la porcién de MK61. Los oligos con n® 2609-98 (5’-can CAG
GCC TGG CCG AAT GGT GGT GGT GGT GGT GAC AAA ACT CAC ACA TGT-3’" SEC DE ID N°: 32) y n®
2293-10 (5’-CCG CGG ATC.CTC GAG TTA TTT ACC CGG AGA CAG GGA GAG-3’ SEC DE ID N°: 33) se
usaron para amplificar la porcion de la IgG1 fc. En la segunda etapa, se purificaron en gel los productos de reaccién
de la primera amplificacién y se usaron como plantilla para crear el constructo MK61::fc final. Los oligos con n®
2609-87 (SEC DE ID N°: 30) y n® 2293-10 (SEC DE ID N°: 33) se usaron para la amplificacién de la PCR de este
constructo.

Tras la confirmacidn de la secuencia de ADN, se hizo crecer la E. coli transformada a 37°C hasta la mitad de la fase
logaritmica y se traté con homoserina lactona (HSL) a una concentracioén final de 250 ng/ml para inducir la expresion
de la proteina de fusion MK61-Fc. Tras la induccidn, se hicieron crecer las células a 37°C durante algunas horas y se
cosecharon posteriormente mediante centrifugacion y se congelaron a -80°C. Se llevaron a cabo el crecimiento de E.
coli transfectada, la induccion de la expresion de la proteina MK61-Fc y el aislamiento de los cuerpos de inclusién que
contenian MK61-Fc de acuerdo con el procedimiento descritos en la Solicitud de Patente con N° de Serie 08/577.788
presentada el 22 de diciembre de 1995.

Se llevé a cabo la purificacién y el plegado de la proteina de fusion MK61-Fc expresada en E. coli usando los
siguientes procedimientos. Para solubilizar la proteina de fusién MK61-Fc, se rompieron las células bacterianas en
un microfluidizador y se centrifugaron a 12.000 g durante 1 hora. Se lavaron los cuerpos de inclusion resultantes con
agua y se centrifugaron a 12.000 g durante 1 hora. A continuacién se solubiliz6 el residuo durante 1 hora en Tris 50
mM, GuHCI 8 M y DTT 7 mM (pH 8,5) y se centrifugé a 12.000 g durante 1 hora.

Para replegar la proteina de fusiéon MK61-Fc, se diluyé el sobrenadante 1:20 con Tris 50 mM, Urea 2 M, arginina
0,2 M (pH 8,5) y se incub6 a 4°C hasta que el test de Elman fue negativo para el tiol libre (aproximadamente 4 dfas).
A continuacién se concentr6 el sobrenadante 20 veces y se diafiltr6 con 4 volimenes de Tris 50 mM (pH 8,5). El
sobrenadante diluido se precipit6 en 4cido diluyendo la solucién 10 veces con Tris 25 mM (pH 8,5) y disminuyendo
el pH a 5,0. A continuacién se agitd la solucidn diluida durante 5 minutos y se centrifugé a 12.000 g durante 30
minutos.
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Para la purificacién, se introdujo el sobrenadante en una columna SP de alto rendimiento y se hizo correr a un
gradiente 0-600 mM de NaCl en presencia de NaOAC (pH 5,0) sobre volimenes de 60 columnas. La proteina de fusién
eluy6 a aproximadamente 500 mM de NaCl. Se valoraron las fracciones combinadas a pH 7,0 hasta una concentracién
de 1 M en sulfato de amonio (SA) y se centrifugaron a 12.000 g durante 30 minutos. A continuacién se introdujo el
sobrenadante en una columna de butilo de alto rendimiento y se hizo correr a 1 gradiente de 1 M de SA a OM de SA en
presencia de NaPi 10 mM (pH 7,0) sobre volimenes de 50 columnas. La proteina de fusién eluy$ aproximadamente a
20 mM de SA. Las fracciones vertidas se diafiltraron en PBS.

B. Clonacion, expresion y purificacion de MK61-Fc en un cultivo de células de mamiferos

Se amplific6 un fragmento de ADNc que codificaba los aminodcidos 1 a 53 de MK61-Fc humano mediante la
PCR usando pcdna3huMKG61#5 como plantilla y los cebadores n° 2623-81 (CAG CCC AAG CTT TAG ACC ACC
ATG GGG CCT GGACGA TGC; SEC DE ID N°: 34) y 2623-83 (CAG GTC GAC AGG CTC AGG GGT CCT; SEC
DE ID N°: 35). Se insertaron estos cebadores en los emplazamientos HindIII y Sall en los extremos 5’ y 3’ del gen
respectivamente. Se purificé el producto de la PCR, se digirié con HindIIl y Sall y se ligé en el vector huOPG194 Fc
delta C, (descrito en el documento WO 01/18203 y en el documento EP1127117), se digirié con HindIIl y Sall y se
desfosforilé. Se transformaron los productos de la ligadura en células competentes DH5« (Invitrogen, Carlsbad, CA)
y se plaquearon sobre placas de ampicilina LB+.

Se hicieron crecer ocho colonias de las células competentes DHa transformadas para aislar el ADN usando la
técnica mini-prep (Qiagen). Se seleccion6 el ADN aislado mediante digestién con Notl y Pvul. Cinco de los clones
generaron un fragmento de 1512 pares de bases tal como se esperaba. Los clones 1 y 7 de los clones positivos se
amplificaron en preparaciones de 500 ml, se aislé el ADN y se secuencié usando los procedimientos estandar.

El ADN aislado del clon 7 fue la secuencia correcta. La secuencia de aminodcidos de MK61-Fc se muestra en la
Figura 24 como la SEC DE ID N°: 36. Se linealiz6 el ADN del clon 7 (15 ug) con Pvul y se transfect6 en células
AM-1/D. AM-1/D son células de Ovario de Hamster Chino desprovistas de DHFR (Urlaub y Chasin 1980 PNAS vol
77 4216-4220) adaptadas a condiciones libres de suero (descritas en la Patente de los Estados Unidos N° 6.210.924).
Se generaron clones estables basados en el marcador de seleccion DHFR (dihidrofolato reductasa). Se expandieron
nueve clones estables para el andlisis de la expresion. Se determiné la expresién de MK61-Fc mediante transferencia
Western usando anticuerpos IgG1 Fc anti-humano (Pierce) Se seleccion6 un clon de elevada expresién y se expandid
haciendo crecer las células en botellas cilindricas usando los procedimientos estandar.

Para purificar la proteina de fusion MK61 Fc humana se introdujeron medios acondicionados CHO-MKG61-Fc en
una columna de proteina G equilibrada en PBS. Se lavé la columna con 20 volimenes de columna de PBS y se eluy6
la proteina de fusién con Glicina 100 mM (pH 2,6), y se neutralizaron las fracciones vertidas con Tris 1 M (pH 8,5) y
se diafiltraron en PBS.

C. Produccion de proteina de fusion MK61/Fc delta C de murino

Se amplifico del ADNc de MK61 de murino que codificaba la regién extracelular de la proteina a partir del ADNc
de muMKG61 de longitud completa (SEC DE ID N°: 13) usando los cebadores n° 2664-83 (CAG CCC.AAG CTT TAG
ACC ACC ATG GGG CCC AGC TGG CTT; SEC DE ID N° 37) y n°® 2664-84 (CAG GTC GAC CTC ATT CTT
GGT TGT; SEC DE ID N°: 38). Se insertaron estos cebadores en los emplazamientos HindIII y Sall en los extremos
5’ y 3’ del gen respectivamente. Se purificé el producto de la PCR, se digiri6 con HindII y Sall y se ligd en el vector
huOPG194 Fc delta C digerido con HindIIl y Sall y se desfosforild. Se transformé el producto de la ligadura en las
células competentes DH5a y se plaqued sobre placas de ampicilina LB+.

Se hicieron crecer dieciséis colonias de células competente DHe para aislar su ADN mediante la técnica mini-prep.
Se seleccion6 el ADN aislado mediante la digestiéon con MSC1 (inico enzima para MK61) y Pvul (dnico enzima para
los vectores pDSRa). Quince de los clones generaron un fragmento de 1523 pares de bases tal como se esperaba. Se
amplificaron los clones 2 y 4 de estos clones positivos en preparaciones de 500 ml; se aislé el ADN y se secuencid
usando los procedimientos estandar.

El ADN aislado de ambos clones 2 y 4 tuvo la secuencia correcta para la expresion de una proteina de fusion MK61-
Fc (Figura 25; SEC DE ID N°: 39): Se linealiz6 el ADN del clon 2 (15 ug) con Pvu 1 y se transfect6 en las células
AM-1/D que se derivaron de la linea de células de Ovario de Himster Chino (CHO). Se generaron clones estables
basados en el marcador de seleccién DHFR [;QUE SIGNIFICA EL DHFR?]. Se expandieron nueve clones para el
andlisis de la expresion. Se determiné la expresién de MK61-Fc mediante transferencia Western, usando anticuerpos
Fc anti-humanos.
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Ejemplo 6
Union de MK61-Fc tal como se determiné mediante el andlisis FACS

Se detectd la unién de las proteinas MK61-Fc en células humanas mediante selector celular activado por fluores-
cencia (FACS). Se obtuvieron células Raji, Molt-4, U937, K562, A20 y Jurkat de la ATCC. Se recogieron las células
y se incubaron a temperatura ambiente con 1 ug/ml de MK61-Fc humano en tampén de uniéon (medio DMEM que
contenia tampén HEPES 10 mM, suero de cabra al 2%, suero de conejo al 5%, 1 ug/ml de anticuerpo monoclo-
nal CD16/CD32 anti-ratén (PharMingen, San Diego, CA)) durante 30 minutos seguido por 3 lavados con PBS que
contenia FBS al 2%. Se ensay6 la union de las proteinas de fusion MK61-Fc a la superficie celular mediante tincién
inmunofluorescente usando anticuerpo secundario IgG Fc anti-humano conjugado con FITC (PharMingen, San Diego,
CA). Se detectd la fluorescencia usando un FACStar (Becton y Dickinson, Mountain View, CA).

Se detect6 la uniéon MK61-Fc en células U937 y Jurkat (Véase la Figura 16). Para potenciar la unién MK61-Fc
se trataron las células U937 y Jurkat con interferén gamma humano (10 ng/ml) durante 24 horas antes del anélisis.
El pretratamiento con interferén gamma potencié la unién MK61-Fc. (Véase la Figura 17). La unién de las proteinas
de fusiéon MK61-Fc con estas células indica que el ligando de MK61 existe sobre la superficie celular de las células
monociticas (U937) y T (Jurkat).

La existencia de un ligando de MK61 desconocido sobre la superficie de las células inmunes sugiere que las formas
solubles de unién del ligando de MK61 (tales como la proteina de fusion MK61-Fc) pueden actuar como “reactivos
positivos” que activan la ruta de sefializacion del receptor MK61. Se puede llevar a cabo esto mediante la unién de
los reactivos positivos con el(los) ligando(s) de MK61 atn desconocido(s) localizado(s) sobre la superficie de las
células inmunes y que estimula(n) por tanto la sefializacién inversa a través del ligando: Dicha sefializacion seria
el episodio regulador del sistema inmune que da como resultado la expansién de los linfocitos y la produccién de
inmunoglobulina.

Ejemplo 7
Produccion de inmunoglobulina inhibida por MK61-Fc en esplenocitos primarios

Se aislaron células de bazo totales de ratones BA120 DE usando la centrifugacién del medio de separacion de
linfocitos (ICN, Aurora, OH). Se cultivaron los esplenocitos in vitro con 150 ng/ml de lipopolisacdrido (LPS) durante
72-96 horas en presencia de la proteina de fusién delta C MK61-Fc delta de ratén o humana. Posteriormente, se
retiraron los sobrenadantes del cultivo de las células tratadas después de 4 dias para analizar la produccién de diversos
isotipos de Ig (PharMingen, CA).

El tratamiento con las proteinas de fusion MK61-Fc de murino y humana produjo una disminucién dependiente
de la dosis en la produccién de IgA e IgG en los cultivos de esplenocitos de ratén (véase la Figura 18). Se consiguid
la méaxima inhibicién cuando se us6 MK61-Fc a una concentracién de 100 ng/ml. Estos datos indican que la proteina
de fusién MK61-Fc es un potente inhibidor del sistema inmune. Estos datos sugieren también que el receptor MK61
activa la ruta de sefializacion del sistema inmune que se puede antagonizar mediante “reguladores negativos” tales
como la proteina de fusién MK61-Fc soluble.

Para determinar si la inhibicién de la produccién de inmunoglobulina inducida por la proteina de fusion MK61-
Fc fue debida a la inhibicién de la proliferacion de células B, se midi6 el efecto de la proliferacion de células B sobre
MKG61-Fc. Se purificaron células B de ratén mediante seleccion negativa de bazos de ratones C57B1/6 usando una
columna de recuperacion de células B de ratén (Cedarlane, Hornby, Ontario, Canadd). Las células aisladas mediante
este procedimiento fueron positivas en mas de un 90% para la tincién B220 tal como se determiné mediante el andlisis
FACS. Se sembraron 1 x 10°/ml en placas de cultivo de tejido de fondo plano de 96 pocillos en el medio (RPMI-
1640, FBS al 5%, 5 x 10° M 2 ME, 2 ug/ml de IgM anti-ratén F(ab’), de cabra purificada mediante afinidad). A
continuacién se incubaron las células B con 100 ng/ml de proteina MK61-Fc humana o de ratén en presencia o
ausencia de cantidades aumentadas de CD40L, APRIL o TALL-1 durante 72 horas. Se cuantificé la sintesis de ADN
midiendo la incorporacién de [*H]timidina. Se afiadieron 0,5 u Ci de [*H]timidina 18 horas antes de cosechar las
células y contando la incorporacién de la [*H]timidina. El tratamiento con las proteinas de fusién MK61-Fc no afect
la proliferacién de células B en este ensayo.

Ejemplo 8

Efecto del tratamiento con proteina de fusion MK61-Fc sobre las respuestas de las células B in vivo

Para caracterizar la significancia funcional del polipéptido MK61, se usaron proteinas MK61-Fc delta C para tratar
los ratones.

Inicialmente, se trataron ratones Balb/c (hembras de 8-12 semanas de edad, Charles River Laboratories) intrape-
ritonealmente con 5 mg/Kg de MK61-Fc una vez al dia durante siete dias consecutivos comenzando en el dia 0. Se
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trataron los ratones control con 5 mg/Kg de IgG1 Fc o solucién salina tal como anteriormente. Se sacrificaron los
ratones un dia después de la dltima inyeccién de MK61-Fc, es decir, en el dia 7. Se diseccionaron los bazos para el
examen histolégico, el andlisis FACS y para las medidas de Ig en suero.

A. Andlisis histologico

Para el examen histolégico, se fijaron los bazos en formalina, se incluyeron en parafina siguiendo los procedimien-
tos estdndar y se tifieron con hematoxilina y eosina. El tratamiento con la proteina de fusion MK61-Fc aument?6 el
peso del bazo en un 75% en comparacién con la proteina Fc o la solucién salina control (Figura 19, panel superior). El
aumento del peso del bazo refleja un aumento comparable en el nimero de linfocitos del bazo (Figura 19, panel infe-
rior). Se determiné el nimero total de linfocitos usando un Contador Technicon H.I.E (Bayer Co. Diagnostic Division,
Northwood, MD) siguiendo el procedimiento estdndar recomendado por el fabricante. El examen histolégico de los
bazos de los ratones tratados con MK61-Fc indicé la presencia de hiperplasia linfoide, caracterizada por (1) aumento
en el nimero de centros germinales foliculares moderadamente a bien desarrollados, asi como un (2) aumento en el
nimero de células en plasma que se localizaron usualmente en acumulaciones focales en la interfase entre la médula
blanca y roja (véase la Figura 20). No se observé hiperplasia linfoide en los ratones tratados con proteina Fc o solucién
salina.

B. Andlisis FACS

Para el andlisis FACS, se recogieron los bazos en solucién salina y se homogeneizaron para dar como resultado
una suspension celular. Se obtuvo el nimero total de linfocitos con un contador celular, a la vez que se derivaban
los porcentajes del subconjunto de linfocitos mediante tincién de doble inmunofluorescencia y citometria de flujo. La
proteina de fusién MK61-Fc aument6 el nimero total de linfocitos de bazo en comparacién con la Fc o la solucién
salina control en un 90% (Fig. 21 panel superior). MK61-Fc aument6 proporcionalmente las células T, B y no T, no B.
de hecho, MK-61-Fc aumenté los nimeros absolutos de células CD3* (células T), CD3-/B220+ (células B), y CD3-
/B220- (células no T y no B) pero no afectd significativamente los porcentajes de estas células (Fig. 21 panel inferior).
MKG61-Fc modificé las proporciones de los subconjuntos de células B. De hecho, MK61-Fc disminuy6 el porcentaje
de células CD19+/CD5+ pero siguié aumentando su nimero absoluto (Fig. 21).

C. Medidas de inmunoglobulinas en suero

Se midieron las inmunoglobulinas en suero mediante ELISA tipo sandwich tal como se describié anteriormente
(Guo y col. J. Immunol. 166: 5578-84, 2001). En comparacién con Fc control, MK61.Fc aument6 las concentraciones
en suero de las IgG, IgG1 e IgG2b totales pero no modificé significativamente las concentraciones del resto de tipos y
subtipos de Ig (Fig. 22) El aumento de IgG1 fue el mas pronunciado de todos los subtipos de IgG (en aproximadamente
6 veces).

Ejemplo 8
Efectos adicionales del tratamiento con proteina de fusion MK61-Fc sobre la respuesta in vivo de las células T

En otro experimento in vivo, se inmunizaron los ratones en el dia 0, antes de la primera inyeccién de la proteina
de fusién MK61-Fc de murino o la proteina Fc control, con el antigeno Pneumovax independiente de células T (115
ug, Merck, West Point, PA) o con el antigeno de la hemocianina de lapa californiana dependiente de células T (KLH,
Pierce, Rockford, IL en adyuvante de Freund completo (CFA)). Tras el pretratamiento, se trataron los animales tal
como se describe en el Ejemplo 7. Se sangraron los ratones en los dias 7 y 14 para obtener suero para medir los
anticuerpos especificos de antigeno.

Se midieron IgG e IgM de anti-KLH y anti-Pneumovax en suero mediante ELISA tal como se ha descrito anterior-
mente (Yu y col. Nature Immunol. 1: 252-256, 2000). De manera breve, para la medida de anti-KLH, se recubrieron
las placas con KLH en PBS, se bloquearon, y se afadieron diversas diluciones de muestras patrén y de ensayo. Se
revelaron las IgG e IgM de anti-KLH capturado usando anticuerpos anti-IgG o anti-IgM biotinilados y HRP conju-
gada con neutravidina (peroxidasa de rdbano picante) Para la medida de IgM de anti-Pneumovax se recubrieron las
placas con Pneumovax usando poli-L-lisina, se bloquearon y se afladieron diversas diluciones de muestras patrén y de
ensayo. Se revel6 la IgM de anti-Pneumovax capturado usando un anticuerpo anti-IgM biotinilado y HRP conjugada
con neutravidina.

En comparacién con la proteina Fc control, la proteina MK61-Fc no cambi6 la concentracién del suero de los
anticuerpos anti-Pneumovax (IgN; no se muestran los datos); pero cambi6 la de los anticuerpos anti-KLH de algunos
tipos y subtipos de Ig (Véase la Figura 23). En los dias 7 y/o 14 de la inmunizacion, la proteina de fusion MK61-Fc
aument6 las concentraciones en suero de la IgG de anti-KLH, total y de todos los subtipos, y anti-IgE (Fig. 23).
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Los estudios in vivo de los Ejemplos 8 y 9 muestran que el polipéptido MK61 regula la inmunidad, con referencia
particular a la inmunidad adaptativa. La perturbacién de la interaccién entre MK61 y su(s) ligando(s) todavia desco-
nocido(s) usando una presunta forma soluble de unién al ligando de la molécula (proteina de fusién MK61-Fc) da
como resultado la expansion de los linfocitos y la produccién de Ig. Esto indica que la perturbacidn de esta interaccién
usando “reactivos negativos” (tales como la proteina de fusion MK61-Fc, moléculas derivadas similares a MK61 o
anticuerpos antagonistas dirigidos contra MK61 o su(s) ligando(s) puede conducir a la inmunoestimulacién. A la vez,
la creacidn artificial de esta interaccién usando “reactivos positivos” (tales como formas solubles de unién a MKgl
del(de los) ligando(s) de MK61), anticuerpos agonistas de MK61 u otras moléculas que activan el receptor de MK61)
puede conducir a la inmunosupresion.
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de dcido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada entre el grupo
constituido por:

(a)

(b)

©)

(@

la secuencia de nucleétidos que se define en la SEC DE ID N°: 1, SEC DE ID N°: 3, SEC DE ID N°: 5,
SEC DE ID N°:7, SEC DE ID N°: 9, SEC DE ID N°: 11, SEC DE ID N°: 13, o SEC DE ID N°: 15;

la porcion que codifica el polipéptido MK61 de la SEC DE ID N°: 1. SEC DE ID N°: 3, SEC DE ID N°: 5,
SEC DE ID N°: 7, SEC DE ID N°: 9, SEC DE ID N°: 11, SEC DE ID N°: 13, o SEC DE ID N*: 15;

una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID
N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o
SEC DE ID N°: 16; y

una secuencia de nucledtidos complementaria con cualquiera de (a)-(c).

2. Una molécula de dcido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada entre el grupo
constituido por:

(a)

(b)

©)

(d)

(e)

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que presenta al menos un 90 por ciento de iden-
tidad con el polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, en la que el polipéptido codificado tiene al
menos 200 residuos de aminodcidos y tiene la actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define
en la SEC DE ID N°: 2;

una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que presenta al menos un 90 por ciento de iden-
tidad con el polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 12, en la que el polipéptido codificado tiene al
menos 150 residuos de aminodcidos y tiene la actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define
en la SEC DE ID N°: 12;

una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que presenta al menos un 90 por ciento de iden-
tidad con el polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 14, en la que el polipéptido codificado tiene al
menos 150 residuos de aminodcidos y tiene la actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define
en la SEC DE ID N°: 14;

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que presenta al menos un 90 por ciento de iden-
tidad con el polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 16, en la que el polipéptido codificado tiene al
menos 150 residuos de aminodcidos y tiene la actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define
enla SEC DE ID N°: 16; y

una secuencia de nucleétidos complementaria a cualquiera de (a) - (d).

3. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada entre el grupo
constituido por:

(a)

(b)

(©)

(d)

(e)

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2 con una
sustitucién conservativa de uno a 50 aminodcidos, en la que el polipéptido codificado tiene una actividad
inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2;

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, con una
insercién de uno a 50 aminodcidos, en la que el polipéptido codificado tiene la actividad inmunorreguladora
del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2;

una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2 con una
deleccion interna de uno a 50 aminodcidos, en la que el polipéptido codificado tiene la actividad inmu-
norreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2;

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, que tiene
un truncamiento en C y/o en N terminal, en la que el polipéptido tiene la actividad inmunorreguladora del
polipéptido codificado que se define en la SEC DE ID N°: 2;

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, con una
modificacién de uno a 50 amino4cidos seleccionada entre el grupo constituido por sustituciones de aminod-
cido, inserciones de aminoécidos, delecciones de aminodcidos, truncamiento C terminal, y truncamiento N
terminal en la que el polipéptido codificado tiene la actividad inmunorreguladora del polipéptido que se
define en la SEC DE ID N°: 2; y
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una secuencia de nucleétidos complementaria a cualquiera de (a)-(e).

4. Una molécula de dcido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada entre el grupo
constituido por:

()

(b)

()

(d)

(e)

®

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 14, con una
sustitucién conservativa de uno a 50 aminodcidos, en la que los polipéptidos codificados tienen la actividad
inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 14;

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 14, con una
insercion de uno a 50 aminoécidos, en la que el polipéptido codificado tiene la actividad inmunorreguladora
del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 14;

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 14, con una
deleccioén interna de uno a 50 aminodcidos, en la que el polipéptido codificado tiene la actividad inmu-
norreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 14;

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 14 que tiene
un truncamiento en C y/o en N terminal de uno a 50 aminodcidos, en la que el polipéptido codificado tiene
la actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 14;

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 14, con una
modificacién de uno a 50 aminoacidos seleccionada entre el grupo constituido por sustituciones de aminod-
cido, inserciones de aminodcidos, delecciones de aminoacidos, truncamiento C terminal, y truncamiento N
terminal en la que el polipéptido codificado tiene la actividad inmunorreguladora que se define en la SEC
DE ID N°: 14;y

una secuencia de nucledtidos complementaria a cualquiera de (a)-(e).

5. Una molécula de dcido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada entre el grupo
constituido por:

(a)

(b)

(©)

(d)

(e)

®

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 16, con una
sustitucion conservativa de uno a 50 aminodcidos, en la que el polipéptido codificado tiene la actividad
inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 16;

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 16, con una
insercion de uno a 50 amino4cidos, en la que el polipéptido codificado tiene la actividad inmunorreguladora
del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 16;

una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 16, con una
deleccién interna de uno a 50 aminodcidos, en la que el polipéptido codificado tiene la actividad inmu-
norreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 16;

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 16 que tiene
un truncamiento en C y/o en N terminal de uno a 50 aminodcidos, en la que el polipéptido codificado tiene
la actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 16;

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 15, con una
modificacion de uno a 50 aminodcidos seleccionada entre el grupo constituido por sustituciones de aminoa-
cido, inserciones de aminoacidos, delecciones de aminoacidos, truncamiento C terminal, y truncamiento N
terminal en la que el polipéptido codificado tiene la actividad inmunorreguladora que se define en la SEC
DE ID N°: 16;y

una secuencia de nucleétidos complementaria a cualquiera de (a)-(e).

6. Un vector que comprende la molécula de 4cido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

7. Una célula huésped aislada que comprende el vector de la reivindicacién 6.

8. La célula huésped de la reivindicacién 7 que es una célula eucariota.

9. La célula huésped de la reivindicacién 7 que es una célula procariota.

10. Un procedimiento para producir un polipéptido MK61 codificado por un dcido nucleico de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 6
16 a 32, que comprende cultivar la célula huésped de la reivindicaciéon 7 en condiciones adecuadas para expresar el
polipéptido.
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11. El procedimiento de la reivindicacién 10, que comprende ademads el aislamiento del polipéptido MK61 del

cultivo.

12. Un polipéptido MK61 aislado codificado por una molécula de dcido nucleico que comprende una secuencia de
nucledtidos seleccionada entre el grupo constituido por:

(a)

(d)

©)

(d

(e)

®

(€9)

(h)

)

&)

@

la secuencia de nucleétidos que se define en la SEC DE ID N°: 1, SEC DE ID N°: 3, SEC DE ID N°: 5,
SEC DE ID N°: 7, SEC DE ID N°: 9, SEC DE ID N°: 11, SEC DE ID N°: 13, o SEC DE ID N°: 15;

la porcién que codifica el polipéptido MK61 de 1la SEC DE ID N°: 1, SEC DE ID N°: 3, SEC DE ID N°: 5,
SEC DE ID N°: 7, SEC DE ID N°: 9, SEC DE ID N°: 11, SEC DE ID N°: 13, o SEC DE ID N°: 15;

una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID
N°: 4, SEC DE ID N°: 6., SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o
SEC DE ID N°:16;

una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que presenta al menos un 90 por ciento de iden-
tidad con el polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, en la que el polipéptido codificado tiene al
menos 200 residuos de aminodcidos y tiene la actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define
en la SEC DE ID N°: 2;

una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que presenta al menos un 90 por ciento de iden-
tidad con el polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 12, en la que el polipéptido codificado tiene al
menos 150 residuos de aminodcidos y tiene la actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define
en la SEC DE ID N°: 12;

una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que presenta al menos un 90 por ciento de iden-
tidad con el polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 14, en la que el polipéptido codificado tiene al
menos 150 residuos de aminodcidos y tiene la actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define
en la SEC DE ID N°: 14,

una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que presenta al menos un 90 por ciento de iden-
tidad con el polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 16, en la que el polipéptido codificado tiene al
menos 150 residuos de aminodcidos y tiene la actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define
enla SEC DEID N°: 16,y

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, con una
sustitucién conservativa de uno a 50 aminodcidos, en la que el polipéptido codificado tiene la actividad
inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2;

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, con una
insercion de uno a 50 amino4cidos, en la que el polipéptido codificado tiene la actividad inmunorreguladora
del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2;

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, con una
deleccién interna de uno a 50 aminodcidos, en la que el polipéptido codificado tiene la actividad inmu-
norreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2;

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, que tiene
un truncamiento en C y/o en N terminal de uno a 50 amino4cidos, en la que el polipéptido tiene la actividad
inmunorreguladora del polipéptido codificado que se define en la SEC DE ID N*: 2; y

una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, con una mo-
dificacién de uno a 50 aminodcidos seleccionados entre el grupo constituido por sustituciones de aminod-
cidos, inserciones de aminoécidos, delecciones de aminodcidos, truncamiento C terminal, y truncamiento
N terminal en la que el polipéptido codificado tiene la actividad inmunorreguladora del polipéptido que se
define en la SEC DE ID N°: 2.

13. El procedimiento de la reivindicacién 10 u 11, en el que la molécula de 4dcido nucleico comprende un promo-
tor de ADN diferente del promotor de ADN del polipéptido MK61 natural unido operativamente a la secuencia de
nucledtidos que codifica el polipéptido MK61.

14. Un procedimiento para identificar los inhibidores candidatos de la actividad o produccién del polipéptido MK61
que comprende exponer una célula de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9 que expresa el polipéptido
MKG61 codificado por un 4cido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o un polipéptido de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 6 16 a 32 para los inhibidores candidatos, midiendo la actividad
o produccién del polipéptido MK61 en dicha célula, y comparando la actividad del polipéptido MK61 en las células
expuestas al inhibidor candidato con la actividad en las células no expuestas al inhibidor candidato.
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15. Un procedimiento para identificar los estimulantes candidatos de la actividad o produccién de MK61 que
comprende exponer una célula de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9 que expresa el polipéptido
MKG®61 para los estimulantes candidatos, midiendo la actividad del polipéptido MK-61 en dicha células, y comparando
la actividad del polipéptido MK61 en las células al estimulante candidato con la actividad en las células no expuestas
al estimulante candidato, en el que e polipéptido MK61 estd codificado por un dcido nucleico de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 6
16 a 32.

16. Un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID
N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID
N°: 16.

17. Un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminodcidos seleccionada entre el grupo constituido
por:

(a) una secuencia de aminoacidos que comprende la forma madura del polipéptido que se define en la SEC DE
ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12,
SEC DE ID N°: 14 o SEC DE ID N°: 16, y que comprende ademas opcionalmente una metionina amino
terminal;

(b) una secuencia de aminodcidos para un ortélogo de la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°:
6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14 0 SEC DE ID N°: 16, en la
que el ortélogo tiene una actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°:
2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC
DE ID N°: 14 o SEC DE ID N*: 16;

(c) una secuencia de aminoacidos que presenta al menos un 70 por ciento de indentidad con la secuencia de
aminoécidos de la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID
N°: 10, SEC DE ID N° 12, SEC DE ID N°: 14 o SEC DE ID N: 16, en la que el polipéptido codificado
tiene una actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID
N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14 o
SECDEID N°: 16;y

(d) un fragmento de la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC
DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14 o SEC DE ID
N°: 16 que comprende al menos 25 residuos de aminoacidos, en la que el polipéptido codificado tiene una
actividad reguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID
N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14 o SEC DE ID N°: 16,

y

(e) una secuencia de aminodcidos para una variante alélica o variante de corte y empalme de cualquiera de las
secuencias de aminoacidos que se definen en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6,
SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14 o SEC DE ID N°: 16, o
de (a)-(c) en la que el polipéptido codificado tiene una actividad inmunorreguladora del polipéptido que se
define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10,
SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14 o SEC DE ID N°: 16.

18. Un polipéptido aislado que comprende las secuencia de aminodcidos seleccionada entre el grupo constituido
por:

(a) la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N
14, o SEC DE ID N°: 16 con sustituciones conservativas de 1 a 50 aminoécidos, en la que el polipéptido
codificado tiene una actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2,
SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16;

(b) la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14,
o SEC DE ID N°: 16 con una insercién de 1 a 50 aminoécidos, en la que el polipéptido tiene una actividad
inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID
N°: 14, o SEC DE ID N°: 16;

(c) la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14,
o SEC DE ID N°: 16 con una deleccién de 1 a 50 aminodcidos, en la que el polipéptido tiene una actividad
inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID
N°: 14, 0o SEC DE ID N°: 16;

(d) la secuencia de aminoacidos que se define en la SEC DE ID N°: 2 que tiene un truncamiento en C y/o N
terminal, en la que el polipéptido tiene una actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define en la
SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16, y
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(e) la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14,
o SEC DE ID N°: 16, con 1 a 50 modificaciones constituidas por sustituciones de aminodcidos, inserciones
de aminodcidos, delecciones de aminodcidos, truncamiento C terminal, y truncamiento N terminal, en la
que el polipéptido tiene una actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID
N°: 2, SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N°: 16.

19. Un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de las reivindicaciones 17(a) 17(b), 17(c), 17(e)
18(a), o 18(b), en la que el aminoacido en la posicién 38 de la SEC DE ID N°: 2, 4, 6, 8, 10 6 12 es cisteina, serina o
alanina.

20. Un polipéptido que comprende la secuencia de aminoécidos de las reivindicaciones 17(a), 17(b), 17(c), 17(e),
18(a), o 18(b), en la que el aminoacido en la posicién 39 de la SEC DE ID N°: 2, 4, 6, 8, 10 6 12 es cisteina, serina o
alanina.

21. Un polipéptido que comprende la secuencia de aminoécidos de las reivindicaciones 17(a), 17(b), 17(c), 17(e),
18(a), o 18(b), en la que el aminodcido en la posicién 51 de la SEC DE ID N°: 2, 4, 6, 8, 10 6 12 es cisteina, serina o
alanina.

22. Un polipéptido que comprende la secuencia de aminoécidos de las reivindicaciones 17(a), 17(b), 17(c), 17(e),
18(a), o 18(b), en la que el aminodcido en la posicién 60 de la SEC DE ID N°: 2, o 6 es cisteina, serina o alanina.

23. Un polipéptido que comprende la secuencia de aminoécidos de las reivindicaciones 17(a), 17(b), 17(c), 17(e),
18(a), o 18(b), en la que el aminodcido en la posicién 76 de la SEC DE ID N°: 2, o 6, es cisteina, serina o alanina.

24. Un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de las reivindicaciones 17(a), 17(b), 17(c), 17(e),
18(a), o 18(b), en la que el aminodcido en la posicién 41 de la SEC DE ID N°: 14, o 16, es cisteina, serina o alanina.

25. Un polipéptido que comprende la secuencia de aminoécidos de las reivindicaciones 17(a), 17(b), 17(c), 17(e),
18(a), o 18(b), en la que el aminodcido en la posicién 42 de la SEC DE ID N°: 14, o 16, es cisteina, serina o alanina.

26. Un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de las reivindicaciones 17(a), 17(b), 17(c),
17(e), 18(a), o 18(b), en la que el aminodcido en la posicién 54 de la SEC DE ID N°: 14, o 16, es cisteina, serina o
alanina.

27. Un polipéptido que comprende la secuencia de aminoécidos de las reivindicaciones 17(a), 17(b), 17(c), 17(e),
18(a), o 18(b), en la que el aminodcido en la posicién 63 de la SEC DE ID N°: 14, o 16, es cisteina, serina o alanina.

28. Un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de las reivindicaciones 17(a), 17(b), 17(c),
17(e), 18(a), o 18(b), en la que el aminoécido en la posiciéon 79 de la SEC DE ID N°: 14, o 16, es cisteina, serina o
alanina.

29. Un polipéptido que comprende la secuencia de aminoécidos de las reivindicaciones 17(a), 17(b) 17(c) 17(e),
18(a), o 18(b), en la que el aminodcido en la posicién 171 de la SEC DE ID N°: 2 es leucina, norleucina, isoleucina,
valina, metionina, alanina o fenilalanina.

30. Un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de las reivindicaciones 17(a), 17(b) 17(c) 17(e),
18(a), o 18(b), en la que el aminodcido en la posicién 172 de la SEC DE ID N°: 2 es leucina, norleucina, isoleucina,
valina, metionina, alanina o fenilalanina.

31. Un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de las reivindicaciones 17(a), 17(b) 17(c) 17(e),
18(a), o 18(b), en la que el aminoécido en la posicién 178 de la SEC DE ID N°: 14 es leucina, norleucina, isoleucina,
valina, metionina, alanina o fenilalanina.

32. Un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de las reivindicaciones 17(a), 17(b) 17(c) 17(e),
18(a), o 18(b), en la que el aminoécido en la posicién 180 de la SEC DE ID N°: 14 es leucina, norleucina, isoleucina,
valina, metionina, alanina o fenilalanina.

33. Un anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a la secuencia de aminodcidos seleccionada
entre el grupo constituido por:

(a) una secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6,
SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14.

(b) una secuencia de aminodcidos de un ortélogo de la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6,
SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14, en la que el ortélogo tiene
una actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4,
SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14,
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una secuencia de aminodcidos que presenta al menos un 70 por ciento de identidad con la secuencia de
aminodcidos de la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID
N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14, en la que el polipéptido codificado tiene una actividad
inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID
N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, 0 SEC DE ID N°: 14; y

un fragmento de la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4,
SEC DE ID N° 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N° 14 que
comprende al menos 25 residuos de aminoacidos, en la que el polipéptido codificado tiene una actividad
inmunorreguladora de los polipéptidos que se definen en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE
ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14; y

una secuencia de aminodcidos de una variante alélica o variante de corte y empalme de cualquiera de las
secuencias de aminodcidos que se definen en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6,
SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14, o de (a)-(c) en la que el
polipéptido codificado tiene una actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE
ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12,
o SEC DE ID N°: 14.

34. El anticuerpo de la reivindicacién 33 que es un anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo.

35. Un hibridoma que produce un anticuerpo capaz de unirse a la secuencia de aminoacidos seleccionada entre el
grupo constituido por:

(a)

(b)

()

(d)

(e)

una secuencia que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N*:
8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14;

una secuencia de aminoacidos de un ortélogo de la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°:
6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14, en la que el ortélogo
tiene una actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define en SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N*:
4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14;

una secuencia de aminodcidos que presenta al menos un 70 por ciento de identidad con la secuencia de
aminodcidos de la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID
N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14, en la que el polipéptido codificado tiene una actividad
inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID
N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, 0 SEC DE ID N°: 14,y

un fragmento de la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4,
SEC DE ID N° 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N° 14 que
comprende al menos 25 residuos de aminodcidos, en la que el polipéptido codificado tiene una actividad
inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID
N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, 0 SEC DE ID N°: 14,y

una secuencia de aminodcidos de una variante alélica o variante de corte y empalme de cualquiera de las
secuencias de aminodcidos que se definen en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6,
SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N° 12, o SEC DE ID N°: 14, o de (a)-(c) en la que el
polipéptido codificado tiene una actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE
ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12,
o SEC DE ID N°: 14.

36. Un procedimiento para detectar o cuantificar la cantidad de polipéptido MK61 codificado por un 4cido nucleico
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 12 6 16 a 32 en una muestra que comprende poner en contacto una muestra sospechosa de contener
el polipéptido MK61 con el anticuerpo o fragmento de anticuerpo anti-MK61 de cualquiera de las reivindicaciones 33
6 34 y detectar dicha unién de dicho anticuerpo o fragmento de anticuerpo.

37. El anticuerpo de la reivindicacién 33 6 34 que es un anticuerpo humanizado.

38. El anticuerpo de la reivindicacién 33 6 34 que es un anticuerpo humano o un fragmento del mismo.

39. El anticuerpo de la reivindicacién 33 6 34 que es un anticuerpo policlonal o un fragmento del mismo.

40. El anticuerpo de la reivindicacién 33 6 34 que es un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo.

41. El anticuerpo de la reivindicacién 33 6 34 que es un anticuerpo injertado a una regién determinante de la
complementariedad (CDR) o un fragmento del mismo.
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42. Un anticuerpo antiidiotipico que se une al anticuerpo de la reivindicacion 34.
43. El fragmento de la reivindicacién 33 6 34 que es un fragmento de la regién variable del anticuerpo.
44. El fragmento de la region variable de la reivindicacidn 43 que es un fragmento Fab o un Fab’.

45. Un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una region determinante de la complementariedad con
especificidad por un polipéptido constituido por la secuencia de aminoécidos de la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N*:
4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14.

46. El anticuerpo de la reivindicacién 37 o un fragmento del mismo que se une a una marca detectable.

47. El anticuerpo de la reivindicacion 39 o un fragmento del mismo que es un antagonista o agonista de la actividad
bioldgica del polipéptido MK61, en el que el polipéptido MK61 esté codificado por un dcido nucleico de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12
616 a32.

48. Uso del anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 33 6 34 o un fragmento del mismo para la preparacién de
un medicamento para tratar, evitar o mejorar una dolencia, en el que la dolencia se selecciona entre el grupo constituido
por una enfermedad asociada a TNF, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad autoinmune, y una enfermedad
linfoproliferativa.

49. Una composicién que comprende el polipéptido de las reivindicaciones 16, 17, 6 18 y un agente de formulacién
farmacéuticamente aceptable.

50. La composicién de la reivindicacion 49 en la que el agente de formulacién farmacéuticamente aceptable es un
vehiculo, adyuvante, solubilizante, estabilizante o antioxidante.

51. La composicién de la reivindicacion 47 en la que el polipéptido comprende la forma madura del polipéptido
que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10,
SEC DE ID N°: 12, SEC DE ID N°: 14, o SEC DE ID N*: 16.

52. Un polipéptido que comprende un derivado quimicamente modificado del polipéptido de las reivindicaciones
16,17,6 18.

53. El polipéptido de la reivindicacién 52 que estd modificado covalentemente con un polimero soluble en agua.

54. El polipéptido de la reivindicacién 53, en el que el polimero soluble en agua se selecciona entre el grupo cons-
tituido por polietilenglicol, monometoxi-polietilenglicol, dextrano, celulosa, poli-(N-vinilpirrolidona) polietilenglicol,
homopolimeros de propilenglicol, copolimeros de 6xido de polipropileno/6xido de etileno, polioles polioxietilados, y
alcohol polivinilico.

55. Una composicién que comprende una molécula de dcido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a5y
un agente de formulacién farmacéuticamente aceptable.

56. La composicién de la reivindicacion 55, en la que dicha molécula de 4cido nucleico estd contenida en un vector
virico.

57. Un vector virico que comprende una molécula de dcido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

58. Un polipéptido que comprende el polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 16, 17, 6 18 fusionado con
una secuencia de aminodcidos heteréloga.

59. El polipéptido de fusion de la reivindicacion 58 en el que la secuencia de aminoacidos heteréloga es una regién
constante IgG o un fragmento de la misma.

60. Un polipéptido de fusién que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEC DE ID N°: 36.
61. Un polipéptido de fusiéon que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEC DE ID N°: 39.

62. Uso de un antagonista seleccionado entre el grupo constituido por un anticuerpo de acuerdo con la reivindi-
cacion 33 6 34 o un oligonucledtido de sentido contrario para la preparacién de un medicamento para tratar, evitar
o mejorar una dolencia médica, en el que la dolencia se selecciona entre el grupo constituido por una enfermedad
asociada a TNF, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad autoinmune, y una enfermedad linfoproliferativa, en la
que dicho oligonucleétido es capaz de unirse a una secuencia de nucledtidos de cualquiera de las reivindicaciones 1,
2,63.
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63. Uso del polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 16, 17, 6 18 o el polipéptido codificado por el dcido
nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para preparar un medicamento para tratar, evitar 0 mejorar una
dolencia médica, en la que la dolencia se selecciona entre el grupo constituido por una enfermedad asociada a TNF,
una enfermedad inflamatoria, una enfermedad autoinmune, y una enfermedad linfoproliferativa.

64. Un procedimiento para diagnosticar en un sujeto una dolencia patoldgica o una susceptibilidad a una dolencia
patoldgica, en el que la dolencia patoldgica se selecciona entre el grupo constituido por una enfermedad asociada a
TNF, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad autoinmune, y una enfermedad linfoproliferativa que comprende:

(a) determinar la presencia o la cantidad de expresion del polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 16,
17, 6 18 o el polipéptido codificado por la molécula de dcido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones
1 a 5 en una muestra, y

(b) comparar el nivel del polipéptido en una muestra bioldgica, de tejido o celular procedente de sujetos nor-
males o del sujeto en un momento diferente, en el que la susceptibilidad a la dolencia patoldgica se basa en
la presencia o la cantidad de expresion del polipéptido.

65. Un dispositivo que comprende:
(a) una membrana adecuada para el implante; y

(b) células encapsuladas en el interior de dicha membrana, en el que dichas células segregan un polipéptido de
cualquiera de las reivindicaciones 16, 17 6 18, y en el que dicha membrana es permeable a dicha proteina.

66. Un procedimiento para identificar un compuesto que se une a un polipéptido de cualquiera de las reivindica-
ciones 16, 17, 6 18 que comprende:

(a) poner en contacto el polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 16, 17 6 18 con un compuesto; y

(b) determinar la extensién de la unién del polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 16, 17, 6 18 con
el compuesto.

67. Uso de la molécula de dcido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para preparar un medica-
mento para el tratamiento de una dolencia patoldgica, en el que la dolencia se selecciona entre el grupo constituido
por una enfermedad asociada a TNF, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad autoinmune, y una enfermedad
linfoproliferativa.

68. Uso de un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo constituido por la
SECDE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, SEC
DE ID N°: 14, SEC DE ID N°: 16, SEC DE ID N°: 36 y SEC DE ID N°: 39 para preparar un medicamento para el tra-
tamiento de una dolencia patoldgica, en el que la dolencia se selecciona entre el grupo constituido por una enfermedad
asociada a TNF, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad autoinmune, y una enfermedad linfoproliferativa.

69. Uso de un polipéptido que tiene la secuencia de aminoécidos seleccionada entre el grupo constituido por la
SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12,
SEC DE ID N°: 14, SEC DE ID N°: 16, SEC DE ID N°: 36 y SEC DE ID N°: 39 para el tratamiento de una dolencia
patoldgica, en el que la dolencia patoldgica se selecciona entre el grupo constituido por una enfermedad asociada a
TNF, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad autoinmune, y una enfermedad linfoproliferativa.

70. Uso de un regulador negativo de la sefializacion del receptor de MK61 para la preparacion de un medica-
mento para el tratamiento de una dolencia patoldgica, en el que la dolencia se selecciona entre el grupo constituido
por una enfermedad asociada a TNF, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad autoinmune, y una enfermedad
linfoproliferativa, en el que el regulador negativo es un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 33 6 34.

71. Uso de un regulador negativo de una sefializacion del receptor de MK61 para preparacién de un medicamento
para el tratamiento de una dolencia patoldgica, en el que la dolencia se selecciona entre el grupo constituido por una
enfermedad asociada a TNF, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad autoinmune, y una enfermedad linfopro-
liferativa, en el que el regulador negativo es una proteina de fusién que comprende la secuencia de aminodcidos de la
SEC DE ID N°: 16, SEC DE ID N°: 36 o SEC DE ID N°: 39.

72. Uso de un regulador positivo de la sefializacién del receptor de MK61 para la preparacién de un medicamen-
to para el tratamiento de una dolencia patoldgica, en el que la dolencia se selecciona entre el grupo constituido por
una enfermedad asociada a TNF, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad autoinmune, y una enfermedad lin-
foproliferativa, en el que el regulador positivos es un anticuerpo agonista de MK61 o un polipéptido de MK61 que
comprende:

(a) la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6,
SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14;

65



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

(b)

(©)

(d

(e)

®

(€9)

(b

)

9]

ES 2327102 T3

la forma madura del polipéptido que se define en la SEC DE ID N° 2, SEC DE ID N 4, SEC DE ID
N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14, y que comprende
opcionalmente ademds una metionina amino terminal;

una secuencia de aminodcidos de un ortélogo de la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID n°: 4, SEC DE ID N°: 6,
SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N*: 14, en la que el ortélogo tiene
una actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4,
SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14;

una secuencia de aminodcidos que presenta al menos un 70% de identidad con la secuencia de aminoacidos
de la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC
DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14, en la que el polipéptido tiene una actividad inmunorreguladora del
polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N*: 8,
SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14;

un fragmento de la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC
DEID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14 que comprende
al menos 25 residuos de aminodcidos, en la que el polipéptido tiene una actividad inmunorreguladora del
polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N*: 8,
SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14,

una secuencia de aminodcidos de una variante alélica o variante de corte y empalme de cualquiera de las
secuencias de aminoacidos que se definen en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6,
SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14, en la que el polipéptido
tiene una actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID
N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14;

la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N*:
14 con 1 a 50 sustituciones conservativas de aminoécidos, en la que el polipéptido codificado tiene una
actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N 12, o
SEC DE ID N°: 14;

la secuencia de aminoécidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N
14 con 1 a 50 inserciones de aminodécidos, en la que el polipéptido tiene una actividad inmunorreguladora
del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14;

la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N*:
14 con 1 a 50 delecciones de aminoacidos, en la que el polipéptido tiene una actividad inmunorreguladora
del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14;

la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2 que tiene un truncamiento en C y/o en N
terminal, en la que el polipéptido tiene una actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define en la
SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14;

la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N*:
14, con 1 a 50 modificaciones constituidas por sustituciones de aminodcidos, inserciones de aminoécidos,
delecciones de aminodcidos, truncamiento C terminal, y truncamiento N terminal, en la que el polipéptido
tiene una actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID
N°: 12, 0 SEC DE ID N°: 14.

73. Uso de un regulador positivo del sefialador inverso del ligando de MK61 para la preparaciéon de un medica-
mento para el tratamiento de una dolencia patoldgica, en el que la dolencia se selecciona entre el grupo constituido
por una enfermedad asociada a TNF, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad autoinmune, y una enfermedad
linfoproliferativa, en el que el regulador positivo es un anticuerpo agonista de MK61 o un polipéptido de MK61 que
comprende:

(a)

(b)

(©)

la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N° 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6,
SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14,

la forma madura del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID
N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14, y que comprende
opcionalmente ademds una metionina amino terminal;

una secuencia de aminoécidos de un ortélogo de la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6,
SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14, en la que el ortélogo tiene
una actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID n°: 4,
SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14;
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(d) una secuencia de aminodcidos que presenta al menos un 70 por ciento de identidad con la secuencia de
aminodcidos de la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC
DE ID N°: 10, SEC DE ID N° 12, o SEC DE ID N°: 14, en la que el polipéptido tiene una actividad
inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID n°: 4, SEC DE ID N*:
6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14;

(e) un fragmento de la secuencia de aminoécidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC
DEID N°: 6, SEC DEID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, 0 SEC DE ID N°: 14 que comprende
al menos 25 residuos de aminodcidos en la que el polipéptido tiene una actividad inmunorreguladora del
polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8,
SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14,

(f) una secuencia de aminodcidos de una variante alélica o una variante de corte y empalme de cualquiera de
las secuencias de aminodcidos que se definen en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 4, SEC DE ID N
6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14, en la que el polipéptido
tiene una actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID
N°: 4, SEC DE ID N°: 6, SEC DE ID N°: 8, SEC DE ID N°: 10, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14;

(g) la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°:
14 con 1 a 50 sustituciones conservativas de aminoécidos, en la que el polipéptido codificado tiene una
actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, o
SEC DE ID N°: 14;

(h) la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N*:
14 con 1 a 50 inserciones de aminoacidos, en la que el polipéptido tiene una actividad inmunorreguladora
del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14;

(i) la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N*:
14 con 1 a 50 delecciones de aminodcidos, en la que el polipéptido tiene una actividad inmunorreguladora
del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N°: 14;

(j) la secuencia de aminodcidos que se define en la SEC DE ID N°: 2 que tiene un truncamiento en C y/o en N
terminal, en la que el polipéptido tiene una actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define en la
SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, 0 SEC DE ID N°: 14; o

(k) la secuencia de aminoécidos que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID N°: 12, o SEC DE ID N*:
14, con 1 a 50 modificaciones constituidas por sustituciones de aminodcidos, inserciones de aminodcidos,
delecciones de aminoécidos, truncamiento C terminal, y truncamiento N terminal, en la que el polipéptido
tiene una actividad inmunorreguladora del polipéptido que se define en la SEC DE ID N°: 2, SEC DE ID
N°: 12, o SEC DE ID N°: 14.

74. Uso de un regulador negativo del sefialador inverso del ligando de MK61 para la preparacién de un medica-
mento para el tratamiento de una dolencia patoldgica, en el que la dolencia se selecciona entre el grupo constituido
por una enfermedad asociada a TNF, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad autoinmune, y una enfermedad
linfoproliferativa, en el que el regulador negativo es un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 33 6 34 o una
proteina de fusién que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEC DE ID N°: 16, SEC DE ID N°: 36 o SEC
DE ID N°: 39.

75. Uso de una proteina de fusion MK61-Fc de una cualquiera de las reivindicaciones 58 a 61, un anticuerpo
anti-MK61 de cualquiera de las reivindicaciones 33, 34, o 37 a 47 o un oligonucleétido de sentido contrario, para la
preparaciéon de un medicamento para tratar el trastorno linfoproliferativo de células B y T en un mamifero, en el que
dicho oligonucledtido es capaz de unirse a una secuencia de nucledtidos de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

76. El uso de la proteina de fusion MK61-Fc de una cualquiera de las reivindicaciones 58 a 61, el anticuerpo
anti. MKG61 de cualquiera de las reivindicaciones 33, 34, o 37 a 47 o el oligonucleétido de sentido contrario, de la
reivindicacion 75, en el que el trastorno linfoproliferativo es leucemia, mieloma, linfoma B, o linfoma no de Hodgkins.

77. Uso de una proteina de fusion MK61-Fc de una cualquiera de las reivindicaciones 58 a 61, un anticuerpo anti-
MKG®61 de cualquiera de las reivindicaciones 33, 34, o 37 a 47 o un oligonucleétido de sentido contrario, para la pre-
paracién de un medicamento para tratar una enfermedad autoinmune en un mamifero, en el que dicho oligonucleétido
es capaz de unirse a una secuencia de nucledtidos de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

78. El uso de la proteina de fusion MK61-Fc de una cualquiera de las reivindicaciones 58 a 61, e anticuerpo
anti. MK61 de cualquiera de las reivindicaciones 33, 34, o 37 a 47 o el oligonucleétido de sentido contrario, de la
reivindicacion 77, en el que la enfermedad autoinmune es artritis reumatoide, lupus sistémico eritematoso (LSE),
enfermedad intestinal del intestino, o enfermedad de Crohn.
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79. Uso de una proteina de fusion MK61-Fc de una cualquiera de las reivindicaciones 58 a 61, un anticuerpo anti-
MKG61 de cualquiera de las reivindicaciones 33, 34, 0 37 a 47 o un oligonucleétido de sentido contrario, para la prepa-
racién de un medicamento para tratar una enfermedad inflamatoria en un mamifero, en el que dicho oligonucleétido
es capaz de unirse a una secuencia de nucleétidos de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

80. El uso de la proteina de fusion MK61-Fc de una cualquiera de las reivindicaciones 58 a 61, el anticuerpo
anti-MK61 de cualquiera de las reivindicaciones 33, 34, o 37 a 47 o el oligonucledtido de sentido contrario de la
reivindicacion 79, en el que la enfermedad inflamatoria es artritis reumatoide, septicemia, enfermedad intestinal del
intestino, o enfermedad de Crohn.

81. Un fragmento de polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos que comprende los residuos 26-60 de la
region rica en cisteina de la SEC DE ID N°: 36.
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Figura 1

Secuencia de acido nucleico (SEC DE ID N°: 1) y secuencia de aminoacidos

(SEC DE ID N°: 2) que codifican MK61T1 humano (hMK61T1)

Secuencia de acido nucleico

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
S51
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601

GTAAAGATGG
GGCTCAAGTG
CATGAGCCAC
TCTCCACAAT
ATGGAAAAGG
ATTCTTGCAA
GGCTTCTCIG
TCCCGGCTTC
CCTTTCTTCT
GGAAGTCCCG
GACGGCCTIG

GGTTTCATTT
ATCCTCCTGT
CACACCCAGC
AACCCTATGA
GAGGGTGGGT
TCTAGATCCG
ATAACCGGCT
CGAAGAGGCG
GCCCGATTTC
CTATCACGGC
TTGCITCTGG

TGTTGTCCAG
CTTGGCCTCC
CCCTGCTTTA
GACAGGTGCT
GGGTGAGGAC
CAGCCCTGTT
CAGTTGGGGG
TGAGAATTCT
CCCGGAAAGT
CCCCCAGATG

GCTGATCTCT
CAAAGTGTTG
CTTCTAATGA
ATCATTGTCT
ACGGCAGAGG
AGTCCCCTAG
ATGAGGGCTC
GTTCCCCCAC
GTAGCAGAGG
GGGCCTGGAC

CGAACTCCTG
GGATTACAGG
CGGTTCTAAT
TATTTTAGGG
TGGGATATGC
TGGCCTTGTG
GGGGGTAGAT
ATCACCGCGT
CGCTGTGTTT
GATGCCTCCT

CCCTGGCGCC

ACCGCCGGAA

GCCTCCCAGT

ACTGCGGCCG
TGCCTGCAAC
AAACTGCGGA
AGTGTTCTTC
TGCGGCGGCG
CCCGTGGCGC
TCACACCTGG
GCAAGTTCCA
GCCGAATTTC
TGATAGCGAT
GAGAAAGCCG
CACCCACACC
CAGGGGACAC
CTGTCCAGTC
GGTGCTGGAA
GGGGTATGGC
CCTGCTGCCT
GCTGCGGGCT
TGGGCCAGCT
CGGGTGCTGT
AATAAAGAAC
TACTTCTTGA

CCTTGAATAC
GCTTCGGGCC
CTCAATGACC
TGGGCAGTGC
GAGCCGTGAC
TGCAGAGAGA
AAACCCAGGC
TTGCCTGGAG
CTTCCGCTCG
CCTCCTGTTT
ACCCCTATCC
CCTTCCTCCT
ATGGAAGGAG
TGGCGTCACA
GAGCTGATTG
CCATGGCACT
GGTCCACCTT
CTGATTGAGA
TGGCACACAC
CCAAGCTTGG
TTTGCTGACT
AGTACAATCC

TGGAACCCAG
GCCCCCCTGC
ACGGCGATTT
ARCCCCGACG
CCCTACTCCC
GGCCGETCCC
GCCCCTAGCT
GACCCCTGAG
TGGTGCTGGT
ATTCTGCTCT
CTATCCTGGC
CGCATCTGTC
GCCTCACTAC
ACCCCTGTCT
TACTGCTGGA
ACTCGACACC
TGCCTATTCG
TGGTGGTGGC
CTCGCCCAGC
CTCATCTGGG
ACTAAGCCCA
TAATTGGGCA

1651 ACTGCTCTTC GCCCTAGA

Secuencia de aminoécidos

ACAACAAGTG
CCGGACTATG
CGTAACGCCC
GCGCGGAGCT
GCCGCGGGCG
TGCCAAGGGG
CCCAGGAGCG
CCTGTCCCTC
CCTGCTCCTG
GGCATCTCTG
TTGGTCTGCG
CTCCCCAGGC
TTCCACTCCT
CGCCTCCTGG
CCCTGAGCCT
TGGCCGCAAG
CTGAGGCCGA
AAGGGAGCCC
TAGGGCGGGC
GTTTGCTGGG
GTATACAATT
AAGACCCAAC

CTGCAGCAGC
AGTTCCGGGA
CCGTTCCGAA
ATGTAGCCCC
GGGGCAGAAC
CACTGCCCCC
CAGCTCACCA
AGCAGGCCTG
ACCTTGGCGG
CTGGCCCAAG
GAGTCCCCAA
GCCCTGGAGA
GAGCAGGGAA
ATGAGCTGGA
GGGCCAGGTG
ATATGGGCTG
GTCGCTCGCC
TCTGCCTCCC
AGATGCATTG
CTTAACACCC
AGCACTGAAG
AGATAGCCTC

1 MGPGRCLLTA LLLLALAPPP EASQYCGRLE YWNPDNKCCS SCLQRFGPPP
PPFRKCSSGQ CNPDGAELCS
GHCPLTPGNP GAPSSQERSS
LTLAVIAILL FILLWHLCWP
GALETGDTWK EASLLPLLSR
PGPGGGMAHG TTRHLAARYG
PSASLGQLGT HLAQLGRADA

51
101
151
201
251
301
351

CPDYEFRENC
PAAGGGRTPW
EPVPQQAWPN
GLVCGVPNTH
SRLLDELEVL
SLRPSRSPLR
GVCWA

GLNDHGDFVT
RCRERPVPAK
FLPLVVLVLL
TPSSSHLSSP
EELIVLLDPE
ALIEMVVARE

69

PCGGGAVTPT
PASSIAWRTP
KEKADPYPYP
ELSSLASQPL
LPAAWSTFAY
LRVLSKLGSS



Secuencia de acido nucleico (SEC DE ID N°: 3) y secuencia de aminoacidos
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Figura 2

(SEC DE ID N°: 4) que codifican MK61T2 humano (hMK61T2)

Secuencia de acido nucleico

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501

GTAAAGATGG
GGCTCAAGTG
CATGAGCCAC
TCTCCACAAT
ATGGAAAAGG
ATTCTTGCAA
GGCTTCTCTG
TCCCGGCTTC
CCTTTCTTCT
GGAAGTCCCG
GACGGCCTTG

GGTTTCATTT
ATCCTCCTGT
CACACCCAGC
AACCCTATGA
GAGGGTGGGT
TCTAGATCCG
ATAACCGGCT
CGAAGAGGCG
GCCCGATTTC
CTATCACGGC
TTGCTTCTGG

TGTTGTCCAG
CTTGGCCTCC
CCCTGCTTTA
GACAGGTGCT
GGGTGAGGAC
CAGCCCTGTT
CAGTTGGGGG
TGAGAATTICT
CCCGGRAAGT
CCCCCAGATG

GCTGATCTCT
CAAAGTGTTG
CTTCTAATGA
ATCATTGTCT
ACGGCAGAGG
AGTCCCCTAG
ATGAGGGCTC
GTTCCCCCAC
GTAGCAGAGG
GGGCCTGGAC

CGAACTCCTG
GGATTACAGG
CGGTTCTAAT
TATTTTAGGG
TGGGATATGC
TGGCCTTGTG
GGGGGTAGAT
ATCACCGCGT
CGCTGTGTTT
GATGCCTCCT

CCCTGGCGCC

ACCGCCGGAA

GCCTCCCAGT

ACTGCGGCCG
TGCCTGCAAC
GAGCCTTGCT
TGCCCCCTCA
CTCACCAGCA
AGGCCTGGCC
TTGGCGGTGA
GCCCAAGGAG
TCCCCAACAC
CTGGAGACAG
CAGGGAACTG
AGCTGGAGGT
CCAGGTGGGG
TGGGCTGCCT
GCTCGCCGCT
GCCTCCCTGG
TGCATTGCGG
AACACCCAAT
ACTGAAGTAC
TAGCCTCACT

CCTTGAATAC
GCTTCGGGCC
TGGGCGGAGC
CACCTGGAAA
AGTTCCATTG
GAATTTCCTT
TAGCGATCCT
AARGCCGACC
CCACACCCCT
GGGACACATG
TCCAGTCTGG
GCTGGAAGAG
GTATGGCCCA
GCTGCCTGGT
GCGGGCTCTG
GCCAGCTTGG
GTGCTGTCCA
AAAGAACTTT
TTCTTGAAGT
GCTCTTCGCC

Secuencia de aminoacidos

TGGAACCCAG
GCCCCCCTGC
TTGCAGAGGC
CCCAGGCGCC
CCTGGAGGAC
CCGCTCGTGG
CCTGTTTATT
CCTATCCCTA
TCCTCCTCGC
GAAGGAGGCC
CGTCACAACC
CTGATTGTAC
TGGCACTACT
CCACCTTTGC
ATTGAGATGG
CACACACCTC
AGCTTGGCTC
GCTGACTACT
ACAATCCTAA
CTAGA

ACAACAAGTG
CCGGGTGAGA
CGGTCCCTGC
CCIAGCTCCC
CCCTGAGCCT
TGCTGGTCCT
CTGCTCTGGC
TCCTGGCTTG
ATCTGTCCTC
TCACTACTTC
CCTGTCTCGC
TGCTGGACCC
CGACACCTGG
CTATTCGCTG
TGGTGGCAAG
GCCCAGCTAG
ATCTGGGGTT
ARGCCCAGTA
TTGGGCAAAG

CTGCAGCAGC
ATCCGAGACC
CAAGGGGCAC
AGGAGCGCAG
GTCCCTCAGC
GCTCCTGACC
ATCTCTGCIG
GTCTGCGGAG
CCCAGGCGCC
CACTCCTGAG
CTCCTGGATG
TGAGCCTGGG
CCGCAAGATA
AGGCCGAGTC
GGAGCCCTCT
GGCGGGCAGA
TGCTGGGCTT
TACAATTAGC
ACCCAACAGA

1 MGPGRCLLTA LLLLALAPPP EASQYCGRLE YWNPDNKCCS SCLQRFGPPP
S1 CPGENPRPSL AWAELAEAGP CQGALPPHTW KPRRP*
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Figura 3

Secuencia de 4cido nucleico (SEC DE ID N°: 5) y secuencia de aminoacidos

(SEC DE ID N°: 6) que codifican MK61T3 humano (hmK61T3)

Secuencia de Acido nucleico

1 GTAAAGATGG GGTTTCATTT TGTTGTCCAG GCTGATCTCT CGAACTCCTG

51
io1
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251

GGCTCAAGTG
CATGAGCCAC
TCTCCACAAT
ATGGAAAAGG
ATTCTTGCAA
GGCTTCTCTG
TCCCGGCTTC
CCTTTCTTCT
GGAAGTCCCG
GACGGCCTTG

ATCCTCCTGT
CACACCCAGC
AACCCTATGA
GAGGGTGGGT
TCTAGATCCG
ATAACCGGCT
CGAAGAGGCG
GCCCGATTTC
CTATCACGGC
TTGCTTCTGG

CTTGGCCTCC
CCCTGCTTTA
GACAGGTGCT
GGGTGAGGAC
CAGCCCTGTT
CAGTTGGGGG
TGAGAATTCT
CCCGGAAAGT
CCCCCAGATG

CAAAGTGTTG
CTTCTAATGA
ATCATTGTCT
ACGGCAGAGG
AGTCCCCTAG
ATGAGGGCTC
GTTCCCCCAC
GTAGCAGAGG
GGGCCTGGAC

GGATTACAGG
CGGTTCTAAT
TATTTTAGGG
TGGGATATGC
TGGCCTTGTG
GGGGGTAGAT
ATCACCGCGT
CGCTGTGTTIT
GATGCCTCCT

CCCTGGCGCC

ACCGCCGGAA

GCCTCCCAGT

ACTGCGGCCG
TGCCTGCAAC
AAACTGCGGA
AGTGTTCTITC
TGCGGCGGCG
CCCGTGGCGC
TCGCCTCCTG
ACCCTGAGCC
CTGGCCGCAA
GCTGAGGCCG
CAAGGGAGCC
CTAGGGCGGG
GGTTTGCTGG
AGTATACAAT
AAAGACCCAA

CCTTGAATAC
GCTTCGGGCC
CTCAATGACC
TGGGCAGTGC
GAGCCGTGAC
TGCAGAGAGA
GATGAGCTGG
TGGGCCAGGT
GATATGGGCT
AGTCGCTCGC
CTCTGCCTCC
CAGATGCATT
GCTTAACACC
TAGCACTGAA

TGGAACCCAG
GCCCCCCT@C
ACGGCGATTT
AACCCCGACG
CCCTACTCCC
ACTGTCCAGT
AGGTGCTGGA
GGGGGTATGG
GCCTGCTGCC
CGCTGCGGGC
CTGGGCCAGC
GCGGGTGCTG
CAATAAAGAA
GTACTTCTTG

ACAACAAGTG
CCGGACTATG
CGTAACGCCC
GCGCGGAGCT
GCCGCGGGCG
CTGGCGTCAC
AGAGCIGATT
CCCATGGCAC
TGGTCCACCT
TCTGATTGAG
TTGGCACACA
TCCAAGCTTG
CTTTGCTGAC
AAGTACAATC

CAGATAGCCT CACTGCTCTT CGCCCTAGA

Secuencia de aminodacidos

CTGCAGCAGC
AGTTCCGGGA
CCGTTCCGAA
ATGTAGCCCC
GGGGCAGAAC
AACCCCTGTC
GTACTGCTIGG
TACTCGACAC
TTGCCTATTC
ATGGTGGTGG
CCTCGCCCAG
GCTCATCTGG
TACTAAGCCC
CTAATTGGGC

1 MGPGRCLLTA LLLLALAPPP EASQYCGRLE YWNPDNKCCS SCLQRFGPPP
51 CPDYEFRENC GLNDHGDFVT PPFRKCSSGQ CNPDGAELCS PCGGGAVTPT
PAAGGGRTPW RCRENCPVWR HNPCLASWMS WRCWKS*

101
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Figura 4

Secuencia de 4cido nucleico (SEC DE ID N°: 7) y secuencia de aminodcidos

(SEC DE ID N°: 8) que codifican MK61T4 humano (hMK61T4)

Secuencia de 4cido nucleico

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151

GTAARAGATGG
GGCTCAAGTG
CATGAGCCAC
TCTCCACAAT
ATGGAAAAGG
ATTCTTGCAA
GGCTTCTCTG
TCCCGGCTTC
CCTTTCTTCT
GGAAGTCCCG
GACGGCCTTG

GGTTTCATTT
ATCCTCCTGT
CACACCCAGC
AACCCTATGA
GAGGGTGGGT
TCTAGATCCG
ATAACCGGCT
CGAAGAGGCG
GCCCGATTTC
CTATCACGGC
TTGCTTCTGG

TGTTGTCCAG
CTTGGCCTCC
CCCTGCTTTA
GACAGGTGCT
GGGTGAGGAC
CAGCCCTGTT
CAGTTGGGGG
TGAGAATTCT
CCCGGAAAGT
CCCCCAGATG

GCTGATCTCT
CAAAGTGTTG
CTTCTAATGA
ATCATTGTCT
ACGGCAGAGG
AGTCCCCTAG
ATGAGGGCTC
GTTCCCCCAC
GTAGCAGAGG
GGGCCTGGAC

CGAACTCCTG
GGATTACAGG
CGGTTCTAAT
TATTTTAGGG
TGGGATATGC
TGGCCTTGTG
GGGGGTAGAT
ATCACCGCGT
CGCTGTGTTT
GATGCCTCCT

CCCTGGCGCC

ACCGCCGGAA

GCCTCCCAGT

ACTGCGGCCG
TGCCTGCAAC
GGACACATGG
CCAGTCTGGC
CTGGAAGAGC
TATGGCCCAT
CTGCCTGGTC
CGGGCTCTGA
CCAGCTTGGC
TGCTGTCCAA
AAGAACTTTG
TCTTGAAGTA
CTCTTCGCCC

CCTTGAATAC
GCTTCGGGCC
AAGGAGGCCT
GTCACAACCC
TGATTGTACT
GGCACTACTC
CACCTTTGCC
TTGAGATGGT
ACACACCTCG
GCTTGGCTCA
CTGACTACTA
CAATCCTAAT
TAGA

Secuencia de aminoacidos

1
51
101
151

TGGAACCCAG
GCCCCCCTGC
CACTACTTCC
CTGTCTCGCC
GCTGGACCCT
GACACCTGGC
TATTCGCTGA
GGTGECAAGG
CCCAGCTAGG
TCTGGGGTTT
AGCCCAGTAT
TGGGCAAAGA

ACAACAAGTG
CCGGGCGCCC
ACTCCTGAGC
TCCTGGATGA
GAGCCTGGGC
CGCAAGATAT
GGCCGAGTCG
GAGCCCTCTG
GCGGGCAGAT

GCTGGGCTTA

ACAATTAGCA
CCCAACAGAT

CTGCAGCAGC
TGGAGACAGG
AGGGAACTGT
GCTGGAGGTG
CAGGTGGGGG
GGGCTGCCTG
CTCGCCGCTG
CCTCCCTGGG
GCATTGCGGG
ACACCCAATA
CTGAAGTACT
AGCCTCACTG

MGPGRCLLTA LLLLALAPPP EASQYCGRLE YWNPDNKCCS SCLQRFGPPP

CPGALETGDT WKEASLLPLL SRELSSLASQ PLSRLLDELE VLEELIVLLD
PEPGPGGGMA HGTTRHLAAR YGLPAAWSTF AYSLRPSRSP LRALIEMVVA
REPSASLGQL GTHLAQLGRA DALRVLSKLG SSGVCWA*
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Figura 5

Secuencia de 4cido nucleico (SEC DE ID N°: 9) v secuencia de aminoacidos

(SEC DE ID N°: 10) que codifican MK61T5 humano (hMK61T5)

Secuencia de 4acido nucleico

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451

GTAAAGATGG
GGCTCAAGTG
CATGAGCCAC
TCTCCACAAT
ATGGAAAAGG
ATTCTTGCAA
GGCTTCTCTG
TCCCGGCTTC
CCTTTCTTCT
GGAAGTCCCG
GACGGCCTTG

GGTTTCATTT
ATCCTCCTGT
CACACCCAGC
AACCCTATGA
GAGGGTGGGT
TCTAGATCCG
ATAACCGGCT
CGAAGAGGCG
GCCCGATTITC
CTATCACGGC
TTGCTTICTGG

TGTTGTCCAG
CTTGGCCTCC
CCCTGCTTTA
GACAGGTGCT
GGGTGAGGAC
CAGCCCTGTT
CAGTTGGGGG
TGAGAATTCT
CCCGGAAAGT
CCCCCAGATG

GCTGATCTCT
CAAAGTGTTG
CTTCTAATGA
ATCATTGTCT
ACGGCAGAGG
AGTCCCCTAG
ATGAGGGCTC
GTTCCCCCAC
GTAGCAGAGG
GGGCCTGGAC

CGAACTCCTG
GGATTACAGG
CGGTTCTAAT
TATTTTAGGG
TGGGATATGC
TGGCCTTGTG
GGGGGTAGAT
ATCACCGCGT
CGCTGTGTTT
GATGCCTCCT

CCCTGGCGCC

ACCGCCGGAA

GCCTCCCAGT

ACTGCGGCCG
TGCCTGCAAC
AGGGGCACTG
GAGCGCAGCT
CCCTCAGCAG
TCCTGACCTT
CTCTGCTGGC
CTGCGGAGTC
CAGGCGCCCT
CTCCTGAGCA
CCTGGATGAG
AGCCTGGGCC
GCAAGATATG
GCCGAGTCGC
AGCCCTCTGC
CGGGCAGATG
CTGGGCTTAA
CAATTAGCAC
CCAACAGATA

CCTTGAATAC
GCTTCGGGCC
CCCCCTCACA
CACCAGCAAG
GCCTGGCCGA
GGCGGTIGATA
CCAAGGAGAA
CCCAACACCC
GGAGACAGGG
GGGAACTGTC
CTGGAGGTGC
AGGTGGGGGT
GGCTGCCTGC
TCGCCGCTGC
CTCCCTGGGC
CATTGCGGGT
CACCCAATAA
TGAAGTACTT
GCCTCACTGC

Secuencia de aminoacidos

TGGAACCCAG
GCCCCCCTGC
CCTGGAAACC
TTCCATTGCC
ATTTCCTTCC
GCGATCCTCC
AGCCGACCCC
ACACCCCTTC
GACACATGGA
CAGTCTGGCG
TGGAAGAGCT
ATGGCCCATG
TGCCTGGTCC
GGGCTCTGAT
CAGCTTGGCA
GCTGTCCAAG
AGAACTTTGC
CTTGAAGTAC
TCTTCGCCCT

ACAACAAGTG
CCGGAGGCCG
CAGGCGCCCC
TGEAGGACCC
GCTCGTGGTG
TGTTTATTCT
TATCCCTATC
CTCCTCGCAT
AGGAGGCCTC
TCACAACCCC
GATTGTACTG
GCACTACTCG
ACCTTTGCCT
TGAGATGGTG
CACACCTCGC
CTTGGCTCAT
TGACTACTAA
AATCCTAATT
AGA

CTGCAGCAGC
GTCCCTGCCA
TAGCTCCCAG
CTGAGCCTGT
CTGGTCCTGC
GCTCTGGCAT
CTGGCTTGGT
CTGTCCTCCC
ACTACTTCCA
TGTCTCGCCT
CTGGACCCTG
ACACCTGGCC
ATTCGCTGAG
GTGGCAAGGG
CCAGCTAGGG
CTGGGGTTTG
GCCCAGTATA
GGGCAAAGAC

1 MGPGRCLLTA LLLLALAPPP EASQYCGRLE YWNPDNKCCS SCLQRFGPPP

51 CPEAGPCQGA LPPHTWKPRR P*
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Figura 6
Secuencia de 4cido nucleico (SEC DE ID N°: 11) y secuencia de aminoacidos

(SEC DE ID N°: 12) que codifican MK61T6 humano (hMK61T6)

Secuencia de acido nucleico

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1105

GTAAAGATGG
GGCTCAAGTG
CATGAGCCAC
TCTCCACAAT
ATGGAAAAGG
ATTCTTGCAA
GGCTTCTCTG
TCCCGGCTTC
CCTTTCTTCT
GGAAGTCCCG
GACGGCCTTG

GGTTTCATTT
ATCCTCCTGT
CACACCCAGC
AACCCTATGA
GAGGGTGGGT
TCTAGATCCG
ATAACCGGCT
CGAAGAGGCG
GCCCGATTTC
CTATCACGGC
TTGCTTICTGG

TGTTGTCCAG
CTTGGCCTCC
CCCTGCTTTA
GACAGGTGCT
GGGTGAGGAC
CAGCCCTGIT
CAGTTGGGGG
TGAGAATTCT
CCCGGAAAGT
CCCCCAGATG

GCTGATCTCT
CAAAGTGTTG
CTTCTAATGA
ATCATTGTCT
ACGGCAGAGG
AGTCCCCTAG
ATGAGGGCTC
GTTCCCCCAC
GTAGCAGAGG
GGGCCTGGAC

CGAACTCCTG
GGATTACAGG
CGGTTCTAAT
TATTTTAGGG
TGGGATATGC
TGGCCTTGTG
GGGGGTAGAT
ATCACCGCGT
CGCTGTGTTT
GATGCCTCCT

CCCrGGCeCC

ACCGCCGGAA

GCCTCCCAGT

ACTGCGGCCG
TGCCTGCAAC
GTCACAACCC
TGATTGTACT
GGCACTACTC
CACCTTTGCC
TTGAGATGGT
ACACACCTCG
GCTTGGCTCA
CTGACTACTA
CAATCCTAAT
TAGA

CCTTGAATAC
GCTTCGGGCC
CTGTCTCGCC
GCTGGACCCT
GACACCTGGC
TATTCGCTGA
GGTGGCAAGG
CCCAGCTAGG
TCTGGGGTTT
AGCCCAGTAT
TGGGCAAAGA

Secuencia de aminodcidos

1
51
101
151

TGGAACCCAG
GCCCCCCTGC
TCCTGGATGA
GAGCCTGGGC
CGCAAGATAT
GGCCGAGTCG
GAGCCCTCTG
GCGGGCAGAT
GCTGGGCTTA

ACAACAAGTG
CCGGAACTGT
GCTGGAGGTG
CAGGTGGGGG
GGBGCTGCCTG
CTCGCCGCTG
CCTCCCTGGG
GCATTGCGGG
ACACCCAATA

ACAATTAGCA CTGAAGTACT

CCCRACAGAT

AGCCTCACTG

CTGCAGCAGC
CCAGTCTGGC
CTGGAAGAGC
TATGGCCCAT
CTGCCTGGTC
CGGGCTCTGA
CCAGCTTGGC
TGCTGTCCAA
AAGAACTTTG
TCTTGAAGTA
CTCTTCGCCC

MGPGRCLLTA LLLLALAPPP EASQYCGRLE YWNPDNKCCS SCLQRFGPPP

CPELSSLASQ PLSRLLDELE VLEELIVLLD PEPGPGGGMA HGTTRHLAAR
YGLPAAWSTF AYSLRPSRSP LRALIEMVVA REPSASLGQL GTHLAQLGRA
DALRVLSKLG SSGVCWA*
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Figura 7
Secuencia de 4acido nucleico (SEC DE ID N°: 13) y secuencia de aminoécidos

(SEC DE ID N°: 14) que codifican MK61 de ratén (mMK61; Smil2-00051-F3)

Secuencia de dcido nucleico

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
301
951

1001
1051
1101
1151
1201

CGGACGCGTG
GGAAGTGGTC
CTGGCTTCTC

GGCGGACGCG
ACAGCCCTCA
TGGACAGTGG

TGGGTGGGTC
AGCTGCAGGC
CGGTGGCAGT

TGCACTGARA
TCTGCTGAGA

CAGTGTGGGT
TGGGGCCCAG

GCTGCTCCTG

ACCCGGGCTG

CGTCAATGGA
GACAAGAGGT
TCCTGATCAC
CTGTAGCACA
GGCACAGAGC
TCACGTGGAG
TCCCTCCCAA
AGCTCACCTG
CAGCCGACCA
CACTGTTGCT
TTCAAGAGAA
TCCCAGCACC
TGGAAAGTAG
GAGCTTCAGG
GGAAGTTCTG
GCGGGAGCAC
CTGCCTGCCA
ACCCCTGCGG
CTCTGGGTCA
CTGCAGGTGC
ACTCCATCAA
aa

Secuencia de aminoécidos

1l
51
101
151
201
251
301

MGPSWLLWTIV

AGCCTCTAGC
GCTGCAGCCG
GAGTTCACGG
TCCTTTCAAA
TGTGTAGCCA
AGCCCTGGTA
GGATGTCTGT
GGAGGTGGAG
GGTTTTGICT
GGTGCTGCTT
AAGTCCGTTC
TCTCTACATT
AAACAGAGGG
GTCTGGCCTC
GAGGAGCTGA
GGCTTATGGT
CCTGGTCTAC
GCCCTGATTG
ATTCGGCACA
TATCTAAACT
TARAGTTICC

AVAVLLLTRA

TTCTGTGGCC
CTGCCTGCAA
AARACTGCGG
AAGTGTTCCC
GTGTAGCAGC
GAACCCACAA
CCTCTTARAC
CCTTGGGCAG
CAGCCTCAGT
CTGATATTGG
CCGTCCTGGT
ACTGGCCCTG
ARAGCTAATC
TCAGCCCCTC
TTATGCTATT
ACCACACGAC
CTTCGCCTAC
AGATGGTTGT
TATTTGGCTC
TGGCIGAGTC
CTTGAAGCCA

ASMEASSFCG

PPACPDHEFT
AAPAHVESPG
NEVSSRPGFV
AFGDPSTSLH
LDELEVLEEL
PSRSPLRALI

ENCGLNDFGD
RTHKQCRKKP
SASVLPLAVL
YWPCPGTLEV
IMLLDPEPGP
EMVVAREPSA

75

TVAHPFKKCS
VPPKDVCPLK
PLLLVLLLIL
LESRNRGKAN
SGSTAYGTTR
TLGQFGTYLA

ACCTTGAGTA
CGCTTTGGGC
GCTCAATGAC
CTGGGTATTG
GGAGCCGCCG
GCAGTGTAGA
CTGAAGACGC
ACAACCAAGA
GCTGCCICTG
CAGTGGTCTT
TCCAGCTCAG
CCCAGGTACC
TGCTGCAGCT
TCCCTCCTGC
GGACCCTGAG
ACCTGGCTGC
TCACTTCGGC
GGCAAGGGAG
AGCTAGGTCG
AGAGTTTGCT
AAMAAAAAAAA

HLEYWNSDKR
PGYCNPNGTE
PEDAGASSSP
AVVLLSLFKR
LLOLSSWELQ
HLAARYGLPA
QLGRTDALQV

CTGGAACTCT
CTCCTGCATG
TTCGGCGATA
CAACCCCAAT
CAGCCCCAGC
AAGAAGCCCG
AGGTGCCTCT
ATGAGGTCTC
GCAGTGTTGC
GCTCTCTTTG
CTTTTGGAGA
CTGGAGGTAT
CTCAAGCTGG
TGGATGAGCT
CCTGGGCCGA
AAGATACGGG
CCAGTCGCTC
CCTTCTGCTA
CACAGATGCT
GGGGCTTACT
AARAARAAAA

CCSRCLQRFG
LCSQCSSGAA
GRWSLGQTTK
KVRSRPGSSS
GLASQPLSLL
TWSTFAYSLR
LSKLG*



Secuencia de 4cido nucleico (SEC DE ID N°: 15) y secuencia de aminoicidos
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Figura 8

(SEC DE ID N°: 16) que codifican el polipéptido de fusiéon

mMK61-Fc de ratén (mMKé61-Fc)

Secuencia de acido nucleico

2 CCACCATGGG GCCCAGCTGG CTTCTCTGGA CAGTGGCGGT GGCAGTGCIG
51 CTCCTGACCC GGGCTGCGTC AATGGAAGCC TCTAGCTTCT GTGGCCACCT
101 TGAGTACTGG AACTCTGACA AGAGGTGCTG CAGCCGCTGC CTGCAACGCT
151 TTGGGCCTCC TGCATGTCCT GATCACGAGT TCACGGAAAA CTGCGGGCTC
201 AATGACTTCG GCGATACTGT AGCACATCCT TTCAAAAAGT GTTCCCCTGG
251 GTATTGCAAC CCCAATGGCA CAGAGCIGTG TAGCCAGTGT AGCAGCGGAG
301 CCGCCGCAGC CCCAGCTCAC GTGGAGAGCC CTGGTAGAAC CCACAAGCAG
351 TGTAGRAAGA AGCCCGTCCC TCCCAAGGAT GTCTGTCCTC TTAAACCTGA
401 AGACGCAGGT GCCTCTAGCT CACCTGGGAG GTGGAGCCTT GGGCAGACAA
451 CCAAGAATGA GGTCGCGGCC GCTCGTCGTG CATCAGTAGA GCCCAAATCT
501 TGTGACAAAA CTCACACATG CCCACCGTGC CCAGCACCTG AACTCCTGGG
551 GGGACCGTCA GTCTTCCTCT TCCCCCCAAA ACCCAAGGAC ACCCTCATGA
601 TCTCCCGGAC CCCTGAGGTC ACATGCGTGG TGGTGGACGT GAGCCACGAA
651 GACCCTGAGG TCAARGTTCAA CTGGTACGTG GACGGCGTGG AGGTGCATAR
701 TGCCARGACA AAGCCGCGGG AGGAGCAGTA CAACAG T, G
751 TCAGCGTCCT CACCGTCCTG CACCAGGACT GGCTGAATGG CAAGGAGTAC
801 AAGTGCAAGG TCTCCAACAA AGCCCTCCCA GCCCCCATCG AGAAAACCAT
851 CTCCAAAGCC AAAGGGCAGC CCCGAGAACC ACAGGTGTAC ACCCTGCCCC
201 CATCCCGGGA TGAGCTGACC AAGAACCAGG TCAGCCTGAC CTGCCTGGTC
951 AAAGGCTTCT ATCCCAGCGA CATCGCCGTG GAGTGGGAGA GCAATGGGCA
1001 GCCGGA C_AACTACARGA CCACGCCTCC CGTGCTGGAC TCCGACGGCT
1051 CCTTCTTCCT CTACAGCAAG CTCACCGTGG ACAAGAGCAG GTGGCAGCAG
1101 GGGAACGTCT TCTCATGCTC CGTGATGCAT GAGGCTCTGC ACAACCACTA
1151 CACGCAGAAG AGCCTCTCCC TGTCTCCCGG TAAAAGAAGA GCTAGTCTCC
1201 ATCATCATCA TCATCATTGA TAAGTCGAC

Secuencia de aminoécidos

1 MGPSWLLWTV AVAVLLLTRA ASMEASSFCG HLEYWNSDKR CCSRCLQRFG
51 PPACPDHEFT ENCGLNDFGD TVAHPFKKCS PGYCNPNGTE LCSQCSSGAA
101 AAPAHVESPG RTHKQCRKKP VPPKDVCPLK PEDAGASSSP GRWSLGQTTK
151 NEVAAARRAS VEPKSCDKTH TCPPCPAPEL LGGPSVFLFP PKPKDTLMIS

201 RTPEVTCVVV DVSHEDPEVK FNWYVDGVEV HNAKTKPREE OQOYNSTYRVVS
251 VLTVLHODWL NGKEYKCKVS NKALPAPIEK TISKAKGQOPR EPQVYTY,PPS
301 RDELTKNOVS LTCLVKGFYP SDIAVEWESN GOPENNYKTT PPVLDSDGSF
351 FLYSKLTVDK SRWQOGNVFES CSVMHEALHN HYTOKSLSLS PGKRRASLHH

401 HHHH*¥
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Figura 9
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Figura 10
Comparacién de la secuencia de aminodcidos de mMK61 (SEC DE ID N°: 14),
(mMK61) con la secuencia de aminoéacidos de un receptor
de OPG, Mrank, un miembro conocido de la familia TNFR (SEC DE ID N°: 17)

10 20 30 40 50 60
Mrank MAPRARRRRQLPAPLLALCVLLVPLQVTLQVTPPCTQERHYEHLGRCCSRCEPGKYLSSK
] 1] EETEEA BT E l‘[l[l
mMK61 MGPSWLLWTVAVAVLLLTRAASMEASSFCGHLEYWNSDKRCCSRCLQ-RFGPPA
10 20 30 40 50
70 80 90 100 110

Mrank CTPTSDSVCLPCGPDEYLDTWNEE -DKCLLHKVCDAGKALVA-VDPGNHTAP

|1 Hlozee 4= | 1= =1 =]l
MMK61 C-PDHE-FTENCGLNDFGDTVAHPFKKCSPGYCNPNGTELCSQCSSGAARAP
60 70 80 90 100
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Figura i1
Comparacion de la secuencia de aminodcidos de mMK61 (SEC DE ID N°: 14),
(mMK61) con la secuencia de aminodacidos del receptor del ligando de Fas,
Mfasr, (SEC DE ID N°: 18)

10 20 30 40 50
‘Mfasr MLWIWAVLPLVLAGSQLRVHTQGTNSISESLKLRRRVHETDKNC-SEGLYQGGPF
A1 dele deoe se]: T
mMK61 MGPSWLLPSWLLWTVAVAVLLLT--~-RAASM SFCGHLEYW- - - -NSDKRCCSRCLQRFGPP
10 20 30 40 50
60 70 80 90 100 110

Mfasr CCQPCQPGKKKVEDCKMNG-GTPTCAP---CTEGKEYMDKNHYADKCRRCTLCDEEHGLE

I R T e e N P R T T :

MMK61 AC~ - --PDHEFTENCGLNDFGDTVAHPFKKCSPG--YCNPNG-TELCSQCSSGAAAAPAH
€0 70 80 90 100

120 130 140 150 160
Mfasr VETNCTLTQNTKCKCKPDFYCDSPGCEHCVRCASCEHGTLEPCTATSNTNCRKQS-----
|l : 2oa]s |l l : AN i :] 2o
mMK61 VESPGRTHK- -QCRKKPVPPKDVCPLKPEDAGASSSPGRWSLGQTTKNEVSSRPGFVSAS
110 120 130 140 150 160

170 180 190 200
Mfasr --PRNRLWLLTILVLLIPLVFIY---RKYRKRKCWKRRQDDPES
TN
mMK61 VLPLAVLPLLLVLLLILAVVLLSLFKRKVRSRPGSSSAFGDPST
170 180 190 200
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Figura 12

Comparacién de la secuencia de aminodcidos de mMK61 (SECDE ID N°; 14),

Tnfrc

mMK61

Tnfre

mMK61

Tnfrc

mMMK61

Tnfrc

mMK61

Tnfrc

mMKe1l

Tnfrc

mMK61

(mMK61) con la secuencia de aminodcidos de un receptor conocido
de la linfotoxina-beta de ratén, Tnfrc, (SEC DE ID N*: 19)

90 100 110

EHWNYLTICQLCRPCDPVMGLEEIAP--CT

UL T 1 Jeese] |

EYWNSDKRC~-CSRC--~~~ LORFGPPACP
40 50

120 130 140 150 160
SKRKTQ-C--=-=-mwemmeem RCQPGMFCAAWALECTHCELLSDCPPGTEAELKDEVGK
e | AT NN :
DHEFTENCGLNDFGDTVAHPFKKCSPG-YCNP-~- - -~ ~ NGTELCSQCSSGAAAAPAHVESP

60 70 80 90 100

170 180 190 200 ‘ 210 220
GNNHCVPCKAGHFQNTSSPSARCQPHTRCENQGLVEAAPGTAQSDTTCKNPLEPLPPEMS
Ul e oee de L4 s Qe losell = Ldl: | :f
GRTHK-QCR- - - -KKPVPPKDVC~-P-LKPEDAG-ASSSPGRWSLGQTTKNEVSSRPGFVS
110 120 130 140 150 160

230 240 250 260 270
GTMLMLAVL-LPLAFFLLLATVFSCIWK- ~ - - SHPSLCRKLG- - - SLLKRRPQGEGPNPV
cee ] PIUE ) deeshelbeds es) dade sl ox s 4 ||
ASVLPLAVLPLLLVLLLILAVVLLSLFKRKVRSRPGSSSAFGDPSTSLHYWPC~PGTLEV

170 180 190 200 210

280 290 300 310 320 330
AGSWEPPKAHPYFPDLVQ- PLLPISGDVS - PVSTGLPAAPVLEAGVPQQQSPLDLTREPQ
| = 1l 2] pe) ol )] H1 L
LESRNRGKA- - - -~ NLLQLSSWELQGLASQPLSLLLDELEVLEE-- - - --~ LIMLLDP-
230 240 250 260

340
LEPGEQSQVAHGTN
[l seeefe])s
-EPGPSGSTAYGTT
270

80



ES 2327102 T3

Figura 13
Expresion del ARNm de MK61 humano en tejidos humanos,
tal como se determind mediante la inmunotransferencia Northern

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.

1. Bazo
2. Timo
3. Proéstata
4. Testiculo
5. Ovario
6. Intestino delgado
7. Colon
8. Leucocitos
de sangre periférica

s
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Figura 14
Expresion del ARNm de MK61 humano en tejidos linfoides humanos,

tal como se determiné mediante la inmunotransferencia Northern

. ﬁ ol 1. Bazo
" o 2. N6dulo linfitico
i L 3. Timo
- W 4. Leucocitos

de sangre periférica
5. Médula 6sea
6. Higado fetal
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Figura 17
Unién de MK61-Fc con lineas de células T y monociticas con y sin
pretratamiento con gamma interferdn, tal como se determing mediante el analisis FACS
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Figura 18
El efecto de MK61-Fc sobre LPS (150 ng/ml) indujo la produccién de IgG e IsA

en cultivos de esplenocitos de raton
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Figura 19
Efecto del tratamiento de MK61-Fc sobre los nimeros de linfocitos in vivo
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Figura 20

ES 2 327 102 T3

. - & - ,...“:. L i
N \. A ", ', . d 3 N
g B4 . o B ¢ >
YO Y W y 4 4 . 5 .
Q] 3 \ AL
AS x ; ; ( PIRILL. .....C.Vw_,
. . y g ‘i - 0 | Y ¥ Lo ¥
4 - AT AN Py < . 5.5
By - [Ty o s P2, g X A .. Q«J g:
TR 8 R % 2 .
St : : ) -6 ‘n.. 3"
. AP KB o iord!
) e

A 5
o a 4m a# 4
.

Las puntas

de las flecha
muestran

las células
plasmaticas Fdg’
Foliculos -

X0 9]
- f
!

mm

.‘,v
o\w.
us

Wt
ry

;...*..

ey

; ...vwmm i
3

PTG - ) ,Lv . 3 :...4\.. .
ARG R A
: »Mw.mw .Mwwﬂ.ﬁ .Am,,xé.v..m&n. i
T BRI ﬁm&“.m P & !

las flechas
muestran
el centro

germinal

3 MR 3
e L (Y
R e R

88



ES 2327102 T3

Figura 21
Efecto del tratamiento de MK61-Fc sobre los niimeros de células B y T de bazo in vivo
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Figura 22
Efecto del tratamiento de MK61-Fc¢

sobre los niveles de inmunoglobulina de plasma
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Figura 23
Efecto del tratamiento de MK61-Fc¢ sobre la generacién

de anticuerpos anti-KLH especificos in vivo
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MOJSTISTISHO LAHNHTIVEHN ASOSIANOOD

MISHAALTIS ATIISOASAT AddLLIANNE JOONSTMIAY IASIXAIONAT
SLISAONIILT AISAdTLAA OdTIAOOAVH SITAIAVIT VIINSAZONAH
SONTAAOHTA LITASAAYALS NAOFTITIIN VNHATFADTAA MNDIAIddH
SAGAAADIAT dLISINTLEY CAddITIASd DOTIFAVIDd dOLHLAAAIN
HLIOOTISMYUD dSSSVOVATd W TdOACIddA SINIDOMHLY DdSHAHVIVY
VVDSSI0SYT HIONANIAD SOLIdHV AL AOIANTOONT L4dHAdOVdd
OLIOTOYSID WIASNMATTH DIASSVANSY VILTTIAVAY ALMTIMSION

ouswing QOHD 4-19XJA 2P SOPIo¥oUIWE IP BIOUINIAS
ST BIN31y

MO4STSISHO LAHNHTVIHIN ASOSIANODO

MUSHAALTIS AT1ISDASAT AddLIMANNY JOONSTMIAY IASIAIONAT
OLTISAONMLT AQUSAdTLAA OdTIdOOAVH SILATIIVAT VIANSANOMNAHL
ONTMAOHTA LTASAAYALS NAQTTIILY VNHATIADAAA MNIAATIATH
SAQAAADIAT dLISTATLAE INdIITIASH DOTTIIVIOd dOLHLITALH
dLIMVISSY SSYADSSIVO ANOJLTIOHD AVIANITIOT MdLEDDDVVd
LALAVDODII SO TIVOAIND 0OSSOMIAdd JAIADHANTO INFIIFAALD
JddOTIOTOS SOOANAINMA ITIDDA0SVE dddVIVTITI VITIOUOIONW

ouelwIny OHD 24BPP-19MIA 2P SOPEOUIWE IP BIIUINIAS
pT ean3if
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<110> AMGEN Inc

<120> MOLECULAS SIMILARES AL RECEPTOR DE TNF Y USOS DE LAS MISMAS
<130> 01017/37677
<150> US 60/230.191
<151> 09-05-2000

<160> 45

<170> PatentIn version 3.1

<210>1

<211> 1668
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 1

gtaaagatgg
atcctecctgt
ccctgettta
atcattgtct
tgggatatgc
ggcttctctg
c€gaagaggcg
cccggaaagt
gggcctggac
gccteccagt

tgcctgcaac

ggtttcattt
cttggccetce
cttctaatga
tattttaggg
attcttgcaa
ataaccggcet
tgagaattct
gtagcagagg
gatgcctect
actgcggcceg

gcttcgggece

ES 2327102 T3

LISTA DE SECUENCIAS

tgttgtccag
caaagtgttg
cggttctaat
atggaaaagg
tctagatccg
cagttggggg
gttcccccac
cgctgtgttt
gacggccettg
ccttgaatac

gccccecetge

gctgatctct
ggattacagg
tctccacaat
gagggtgggt
cagccctgtt
atgagggctc
atcaccgcgt
ggaagtcccg
ttgettetgg
tggaacccag

ccggactatg

cgaactcctg
catgagccac
aaccctatga
gggtgaggac
agtccectag
gggggtagat
cctttcttct
ctatcacggce
ccctggegece
acaacaagtg

agttcecggga

ggctcaagtg
cacacccagc
gacaggtgct
acggcagagg
tggecttgtg
tcececggettce
gceccgattte
cecceccagatg
accgccggaa
ctgcagcagc

aaactgcgga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
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ctcaatgacc
aaccccgacg
gccgegggcyg
cactgcccce
gcaagttcca
cttccgectceg
attctgctcet
ttggtctgcg
gccctggaga
ctgtccagtc
gagctgattg
actcgacacc
ctgaggccga
tctgcctcec
cgggtgctgt
tttgctgact

taattgggca

acggcgattt
gcgcggaget
ggggcagaac
tcacacctgg
ttgcctggag
tggtgctggt
ggcatctctg
gagtcecccaa
caggggacac
tggcgtcaca
tactgctgga
tggccgcaag
gtcgctcgec
tgggccagct
ccaagcttgg
actaagccca

aagacccaac

<210>2

<211> 355

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Gly Pro Gly
1

Ala Pro Pro Pro
20

Asn Pro AsSp Asn
35

Pro Pro Cys Pro
50
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cgtaacgccc
atgtagcccc
cccgtggcege
aaacccaggce
gacccctgag
cctgctecctg
ctggcccaag
cacccacacce
atggaaggag
acccctgtct
ccctgageet
atatgggctg
gctgcggget
tggcacacac
ctcatctggg
gtatacaatt

agatagccectc

ccgtbecgaa
tgcggeggeg
tgcagagaga
gcccctaget
cctgtcecte
accttggcgg
gagaaagccg
ccttectect
gcctcactac
cgecctectgg
gggccaggtg
cctgctgcect
ctgattgaga
ctcgcccagce
gtttgctggg
agcactgaag

actgctcttc

agtgttcttc
gagccgtgac
ggccggtecce
cccaggagcyg
agcaggcctg
tgatagcgat
acccctatcc
cgcatctgtc
ttccactcct
atgagctgga
gggdtatggc
ggtccacctt
tggtggtggce
tagggcggge
cttaacaccc
tacttcttga

gccctaga

tgggcagtgce
ccctactcce
tgccaagggg
cagctcacca
gccgaattte
ccteetgttt
ctatcctggce
ctcceccaggce
gagcagggaa
ggtgctggaa
ccatggcact
tgcctattcg
aagggagccc
agatgcattg
aataaagaac

agtacaatcc

720

780

840

S00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1668

Arg Cys Leu Leu Thr Ala Leu Leu Leu Leu Ala Leu

5

10

15

Glu Ala Ser Gln Tyr Cys Gly Arg Leu Glu Tyr Trp
25 30

Lys Cys Cys Ser Ser Cys Leu Gln Arg Phe Gly Pro
45

40

Asp Tyr Glu Phe Arg Glu Asn Cys Gly Leu Asn Asp

55
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His

65

Cys

val

Arg

Asn

Ile

145

Phe

Ala

Lys

Thr

Thr

225

Glu

Leu

Pro

Gly

Asn

Thr

Glu

Pro

130

Ala

Leu

Ile

Ala

His

210

Gly

Leu

Glu

Gly

Gly
290

Asp

Pro

Pro

Arg

115

Gly

Trp

Pro

Leu

Asp

195

Thr

Asp

Ser

Val

Gly
275

Leu

Phe

Asp

Thr

100

Pro

Ala

Arg

Leu

Leu

180

Pro

Pro

Thr

Ser

Leu
260

Gly

Pro

val

Gly

8s

Pro

val

Pro

Thr

val
165

Phe

Ser

Trp

Leu
245

Glu

Met

Ala
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Thr Pro Pro Phe

70

Ala

Ala

Pro

Ser

Pro

150

val

Ile

Pro

Ser

Lys

230

Ala

Glu

Ala

Ala

Glu

Ala

Ala

Ser

135

Glu

Leu

Leu

Sex
215

Glu

Ser

Leu

His

Trp
295

Leu

Gly

Lys

120

Gln

Pro

val

Leu

Pro

200

His

Ala

Gln

Ile

Gly
280

Ser

Gly

105

Gly

Glu

val

Txp

185

Gly

Leu

Ser

Pro

Val
265

Thr

Thr

Arg

Ser

S0

Gly

His

Arg

Pro

Leu
170

His

Leu

Ser

Leu

Leu
250

Leu

Thr

Phe

Lys

75

Pro

Arg

Cys

Ser

Gln

155

Leu

Leu

val

Ser

Leu

235

Ser

Leu

Arxrg

Ala

Cys

Cys

Pro

Ser

140

Gln

Thr

Cys

Cys

Pro

220

Pro

Arg

Asp

His

300

Ser

Gly

Pro

Leu

125

Pro

Ala

Leu

Gly

205

Gly

Leu

Leu

Pro

Leu
285

Ser

Ser

Gly

Trp
110
Thr
Ala

Trp

Ala

Pro
190
val
Ala

Leu

Leu

Glu
270

Ala

Leu

Gly

Gly

95

Arg

Pro

Ser

Pro

Val
175

Lys

Pro

Leu

Ser

255

Pro

Axg

Gln
80

Ala

Cys

Gly

Ser

Asn

160

Ile

Glu

Asn

Glu

Arg

240

Glu

Gly

Arg

Pro
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ES 2327102 T3

Ser Arg Ser Pro Leu Arg Ala Leu Ile Glu Met Vval val Ala Arg Glu

305

Pro Sexr Ala Ser

Arg Ala Asp Ala

310

325

340

Cys Trp Ala

<210>3

<211> 1525

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

gtaaagatgg
atcctcctgt
cecctgcettta
atcattgtcet
tgggatatgc
ggcttctctg
cgaagaggcg
cccggaaagt
gggcctggac
gcctcccagt
tgcctgcaac
tgggcggage
cccaggcgcec
ccctgagect
gctcctgace
gcccaaggag
ccacacccct
gaaggaggcce

cctgtctcge

355

ggtttcattt
cttggcctce
cttctaatga
tattttaggg
attcttgcaa
ataaccggct
tgagaattct
gtagcagagg
gatgcctcct
actgcggcecg
gcttcgggec
ttgcagaggc
cctagctcecc
gtcccteage
ttggcggtga
aaagccgacce
tcctecetcege
tcactacttce

ctcctggatg

tgttgtccag
caaagtgttg
cggttctaat
atggaaaagg
tctagatceg
cagttggggg
gttceccccac
cgectgtgttt
gacggccttg
ccttgaatac
gccccectge
cggtccctge
aggagcgcag
aggcctggcec
tagcgatcct
cctatcccta
atctgtcctc
cactcctgag

agctggaggt

315

330

345

gctgatctet
ggattacagg
tctccacaat
gagggtgggt
cagccctgtt
atgagggctc
atcaccgegt
ggaagtcccg
ttgcttctgg
tggaacccag
ccgggtgaga
caaggggcac
ctcaccagca
gaatttcett
cctgtttatt
tcctggettg
cccaggcegece
cagggaactg

gctggaagag

cgaactcctyg
catgagccac
aaccctatga
gggtgaggac
agtcccctag
gggggtagat
cctttcttct
ctatcacggc
ccectggegcece
acaacaagtg
atccgagacc
tgcccectca
agttccattg
ccgetegtgg
ctgctctgge
gtctgcggag
ctggagacag
tccagtetgg

ctgattgtac

335

350

ggctcaagcg
cacacccagce
gacaggtgct
acggcagagg
tggecttgtg
tcecggette
gcecegattte
cccccagatg
accgccggaa
ctgcagcagc
gagccttgcet
cacctggaaa
cctggaggac
tgctggtcct
atctctgctg
tcecccaacac
gggacacatg
cgtcacaacce

tgctggaccc

320

Leu Gly Gln Leu Gly Thr His Leu Ala Gln Leu Gly

Leu Arg Val Leu Ser Lys Leu Gly Ser Ser Gly val

ouU

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140
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<210>4

tgagcctggg
tgggctgcecet
gcgggetctg
cacacacctc
atctggggtt
tacaattagc

tagcctcact

<211> 85
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 4

<210>5

Met

Ala

Asn

Pro

Gly

Pro

Pro

Pro

ES 2327102 T3

ccaggtgggg gtatggccca tggcactact

gctgecctggt

ccacctttge ctattcgcetg

attgagatgg tggtggcaag ggagccctct

gcccagctag ggcgggcaga tgcattgegg

tgctgggett
actgaagtac

gctcttcgece

Pro Gly

Pro Pro

Asp Asn

35

Cys Pro

S0

Leu
6S

Lys

<211> 1289
<212> ADN
<213> Homo sapiens

Ala

Pro

Glu Ala

Arg Arg

aacacccaat aaagaacttt

ttcttgaagt acaatcctaa

ctaga

Arg Cys

Glu Ala

Lys

Cys

Gly

Pro
70

Gly

Pro
85

cgacacctgg
aggccgagtc
gcctecectgg
gtgctgtcca
gctgactact

ttgggcaaag

ccgcaagata
gctcgeccget
gccagecttgg
agcttggcectce
aagcccagta

acccaacaga

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1525

Leu Leu Thr Ala Leu Leu Leu Leu Ala Leu

Ser Gln Tyr Cys

Cys Ser Ser Cys

55

Cys Gln Gly Ala

40

25

10

15

30

45

60

75

80

Gly Arg Leu Glu Tyr Trp

Leu Gln Arg Phe Gly Pro

Glu Asn Pro Arg Pro Ser Leu Ala Trp Ala Glu

Leu Pro Pro His Thr Trp
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<400> 5

<210>6

gtaaagatgg

atcctcetgt

ccctgettta
atcattgtct
tgggatatgc
ggcttctctg
cgaagagdgcg
cccggaaagt
gggcctggac
gcctceccagt
tgcctgcaac
ctcaatgacc
aaccccgacg
gccgegggeg
aacccctgte
accctgagcc
gatatgggct
cgctgeggge
ttggcacaca
gctcatctgg
agtatacaat

cagatagcct

<211> 136
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

ggtttcattt

cttggcctcec

cttctaatga
tattttaggg
attcttgcaa
ataaccggct
tgagaattct
gtagcagagg
gatgcctcect
actgcggceg
gcttegggee
acggcgattt
gcgcggaget
ggggcagaac
tcgeocetectg
tgggccaggt
gcctgetgee
tctgattgag
cctcgeccag
ggtttgctgg
tagcactgaa

cactgctctt

ES 2327102 T3

tgttgtccag

caaagtgttg
cggttctaat

atggaaaagg
tctagatccg
cagttggggg
gttccecccac
cgctgtgttt
gacggccttg
ccttgaatac
gccceectge
cgtaacgcce
atgtagcccce
cccgtggege
gatgagctgg
gggggtatgg
tggtccacct
atggtggtgg
ctagggcggg
gcttaacacc
gtacttcettg

cgccctaga

Met Gly Pro Gly Arg Cys Leu

1

S

Ala Pro Pro Pro Glu Ala Ser

20

Asn Pro Asp Asn Lys Cys Cys

35

gctgatctct

ggattacagg

tctccacaat
gagggtgggt
cagccctgtt
atgagggctc
atcaccgcegt
ggaagtcccg
ttgcttctgg
tggaaccecag
ccggactatg
cegttccgaa
tgcggeggeg
tgcagagaga
aggtgctgga
cccatggcac
ttgcctatte
caagggagcc
cagatgcatt
caataaagaa

aagtacaatc

cgaactcctg

catgagccac

aaccctatga
gggtgaggac
agtcccctag
gggggtagat
cctttettct
ctatcacggc
ccectggegee
acaacaagtg
agttccggga
agtgttcttc
gagccgtgac
actgtccagt
agagctgatt
tactcgacac
gctgaggccyg
ctctgccﬁcc
gcgggtgcetg
ctttgctgac

ctaattgggce

ggctcaagtg
cacacccagce
gacaggtgct
acggcagagg
tggcettgtg
tcecggette
gccegatttc
cccccagatg
accgccggaa
ctgcagcagc
aaactgcgga
tgggcagtgc
ccctactceec
ctggcgtcac
gtactgcetgg
ctggccgcaa
agtcgctcge
ctgggccage
tccaagcttg
tactaagccc

aaagacccaa

60

120
180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1289

Leu Thr Ala Leu Leu Leu Leu Ala Leu

10

Gln Tyr Cys Gly Arg Leu G

25

15

3

lu Tyr Trp
0

Ser Ser Cys Leu Gln Arg Phe Gly Pro

40

4

S



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210>17

Pro
50

Pro

His
65

Gly
Cys Asn
Val Thr
Glu

Arg

Ser
130

Met

<211> 1164
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 7

gtaaagatgg
atcctccetgt
ccctgettta
atcattgtct
tgggatatgc
ggcttctctg
cgaagaggcg
cccggaaagt
gggcctggac
gccteccagt
tgcctgcaac
aaggaggcect
ctgtctcgec
Sgagcectggge

gggctgectg

Cys Pro

Asp Phe

Pro Asp

Asp Tyr Glu Phe Arg Glu Asn Cys

val

Gly
85

Thr
70

Ala

ES 2327102 T3

55

Pro

Glu

Pro Thr
100

Asn Cys
115

Trp Arg

ggtttcattt
cttggcctcee
cttctaatga
tattttaggg
attcttgcaa
ataaccggct
tgagaattct
gtagcagagg
gatgcctcect
actgcggceceg
gcttcgggce
cactacttce
tcctggatga
caggtgggag

ctgcctggtce

Pro

Pro

Ala Ala

val

Gly

Arg

Pro Phe Arg

Leu Cys Ser

S0

Gly Gly
105

His Asn

120

Lys
135

Trp

tgttgtccag
caaagtgttg
cggttctaat
atggaaaagg
tctagatccg
cagttggggg
gttcccceac
cgctgtgttt
gacggccttg
ccttgaatac
gcccccecectge
actcctgagce
gctggaggtg
tatggcccat

cacctttgece

Ser

gctgatctcet
ggattacagg
tctccacaat
gagggtgggt
cagccctgtt
atgagggctc
atcaccgcgt
ggaagtcccg
ttgcttetgg
tggaacccag
ccgggegecce
agggaactgt
ctggaagagc
ggcactactc

tattcgctga

Gly Leu Asn Asp
60

Ser Ser Gly Gln

80

Lys Cys
75

Gly Ala
S5

Pro Cys Gly Gly

Arg Thr

Pro Cys

Pro Trp

Leu Ala

110

125

cgaactcctg
catgagccac
aaccctatga
gggtgaggac
agtcccctag
gggggtagat
cctttcttet
ctatcacggc
ceetggegece
acaacaagtg
tggagacagg
ccagtctgge
tgattgtact
gacacctgge

ggcecgagtcg

ggctcaagtg
cacacccagc
gacaggtgct
acggcagagg
tggccttgtg
tceceggettce
gccegatttce
cccccagatg
accgecggaa
ctgcagcage
ggacacatgg
gtcacaaccce
gctggaccct
cgcaagatat

ctegeecgetg

Arg Cys

Ser Trp

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
8449

900
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cgggctctga
acacacctcg
tctggggttt
acaattagca

agcctcactg

<210> 8
<211> 187
<212> PRT

<213>Homo sapiens

<400> 8

Met

Ala

Asn

Pro

Ser

65

Pro

val

Thr

Thr

Ile
145

Gly

Ser

Gly

Pro

Pro

Pro

50

Leu

Leu

Leu

Thr

Phe

130

Glu

Thr

Lys

Pro

Pro

Asp

Cys

Leu

Ser

Leu

Arg

115

Ala

Met

His

Leu

ttgagatggt
cccagctagg
gctgggctta
ctgaagtact

ctcttegece

Gly

Pro

20

Asn

Pro

Pro

Arg

Asp

100

His

Val

Leu Ala Gln

Gly Ser Ser

180

Glu

Lys

Gly

Leu

Leu

85

Pro

Leu

Ser

val

165

ES 2327102 T3

taga

Cys

Ala

Cys

Ala

Leu

70

Leu

Glu

Ala

Leu

Ala
150

Leu Leu Thr

Ser Gln Tyr
25

Cys Ser Ser
40

Leu Glu Thr
55

Ser Arg Glu

Asp Glu Leu

Pro Gly Pro
105

Ala Arg Tyr
120

Arg Pro Ser
135

Arg Glu Pro

Ala
10

Cys

Cys

Gly

Leu

Glu

90

Gly

Gly

Arg

Ser

Leu

Gly

Leu

RAsp

Serxr

75

val

Gly

Leu

Ser

Ala
155

Leu

Arg

Gln

Thr

Ser

Leu

Gly

Pro

Pro

140

Ser

Leu

Leu

Arg

Trp

Leu

Glu

Met

Ala

125

Leu

Leu

Glu

30

Phe

Lys

Ala

Glu

Ala

110

Ala

Arg

Gly

ggtggcaagg gagccctctg cctccctggg ccagecttgge
gcgggcagat gcattgcggg tgctgtccaa gcttggctca
acacccaata aagaactttg ctgactacta agcccagtat

tcttgaagta caatcctaat tgggcaaaga cccaacagat

Ala Leu
15

Tyr Trp

Gly Pro

Glu Ala

Ser Gln

a0

Leu Ile

95

His Gly

Trp Ser

Ala Leu

Gln Leu
160

560

1020

1080

1140

1164

Leu Gly Arg Ala Asp Ala Leu Arg Val Leu

Gly Val Cys Trp Ala

185

170

175
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<210>9

<211> 1483

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 9

gtaaagatgg
atcctcctgt
ccctgcttta
atcattgtct
tgggatatgc
ggcttctctg
cgaagaggcg
cccggaaagt
gggcctggac
gcctcccagt
tgcctgcaac
cccectcaca
ttccattgcec
gctcgtggtg
gctctggcat
ctgcggagtc
ggagacaggg
cagtctggcg
gattgtactg
acacctggcc
gccgagtcge

ctcecetggge

gctgtccaag
tgactactaa

gggcaaagac

<210> 10
<211>171
<212> PRT

<213> Homo sapiens

ggtttcattt
cttggcctce
cttctaatga
tattttaggg
attcttgcaa
ataaccggct
tgagaattct
gtagcagagg
gatgcctcect
actgcggecg
gcttcgggcce
cctggaaacc
tggaggaccc
ctggtcctge
ct.ctgectgge
cccaacaccce
gacacatgga
tcacaacccce
ctggaccctg
gcaagatatg
tecgececgcetge

cagcttggca
cttggctcat

gcccagtata

ccaacagata

ES 2327102 T3

tgttgtccag
caaagtgttg
cggttctaat
atggaaaagg
tctagatccyg
cagttggggg
gttcccecac
cgctgtgttt
gacggccttg
ccttgaatac
gcececectge
caggcgcccc
ctgagectgt
tcctgacctt
ccaaggagaa
acaccccttce
aggaggcctc
tgtctcegect
agcctgggcece
ggctgectge
gggctctgat

cacacctcgce

gctgatctct
ggattacagg
tctccacaat
gagggtgggt
cagccectgtt
atgagggctc
atcaccgcgt
ggaagtcccg
ttgcttcectgg
tggaacccag
c¢cggaggcecg
tagctcccag
ccetcagcag
ggcggtgata
agccgaccce
ctcctegeat
actacttcca
cctggatgag
aggtgggggt
tgcectggtcece
tgagatggtg

ccagctaggg

cgaactcctg
catgagccac
aaccctatga
gggtgaggac
agtcccctag
gggggtagat
cctttecttct
ctatcacggc
cecetggegec
acaacaagtg
gtccctgeca
gagcgcagcet
gcctggecga
gcgatcctcecc
tatccctatc
ctgtcetecc
ctcctgagca
ctggaggtgce
aﬁggcccatg
acctttgect
gtggcaaggg

cgggcagatg

ggctcaagtg
cacacccagc
gacaggtgct
acggcagagg
tggccttgtg
tcecggette
gcecgattte
cceccagatg
accgccggaa
ctgcagcagc
aggggcactg
caccagcaag
atttccttcce
tgtttattet
ctggcttggt
caggcgccct
gggaactgtc
tggaagagct
gcactactcg
attcgctgag
agccctctge

cattgcgggt

ctggggtttg ctgggcttaa cacccaataa agaactttge

caattagcac tgaagtactt cttgaagtac aatcctaatt

gcectcactge tcttcegcect aga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1483
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ES 2327102 T3

<400> 10

Met Gly Pro Gly Leu

Ala Pro Pro

20

Pro

Asn Pro Asp

35

Asn Lys Cys Cys

Pro Pro Cys Pro Glu Ala Gly
50 55

Thr Trp Lys Pro Arg Arg Pro

65 70

<210> 11

<211> 1104

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11

gtaaagatgg
atcctcetgt
ccctgettta
atcattgtct
tgggatatgce
ggcttctetg
cgaagaggcg
cccggaaagt
gggcctggac
gcctcecagt
tgcctgcaac
ctgtctcgee
gagcctggge
gggctgcetg
cgggctctga
acacacctcg
tctggggttt
acaattagca

agcctcactg

ggtttcattt
cttggcctcece
cttctaatga
tattttaggg
attcttgcaa
ataaccgget
tgagaattct
gtagcagagg
gatgcctect
actgcggccg
gcttcgggece
tcctggatga
caggtggggg
ctgcctggte
ttgagatggt
cccagctagg
gctgggctta
ctgaagtact

ctcttegeee

tgttgtccag
caaagtgttg
cggttctaat
atggaaaagg
tctagatccg
cagttggggg
gttcccccac
cgectgtgttt
gacggccttg
ccttgaatac
gcccecectge
gctggaggtyg
tatggcccat
cacctttgce
ggtggcaagyg
gcgggcagat
acacccaata
tcttgaagta

taga

Leu Thr Ala
10

Glu Ala Ser Gln Tyr Cys

25

Ser Ser Cys
40

Pro Cys Gln

gctgatctct
ggattacagg
tctccacaat
gagggtgggt
cagccctgtt
atgagggctc
atcaccgegt
ggaagtcccg
ttgcttctgg
tggaacccag
ccggaactgt
ctggaagagc
ggcactactc
tattcgctga
gagccctctg
gcattgcggg
aagaactttg

caatcctaat

10

Leu

Gly Arg Leu Glu

Leu Gln Arg Phe Gly Pro
45

Gly Ala Leu Pro Pro His

60

cgaactcctg
catgagccac
aaccctatga
gggtgaggac
agtcccctag
gggggtagat
cctttcttet

ctatcacggc

ccctggegcece
acaacaagtg
ccagtctgge
tgattgtact
gacacctgge
ggccgagtceg
cctcecectggg
tgctgtccaa
ctgactacta

tgggcaaaga

Leu Leu Leu

15

30

ggctcaagtg
cacacccagce
gacaggtgct
acggcagagg
tggccttgtg
tccecggcettce
gccegattte

cccccagatg

accgccggaa
ctgcagcagc
gtcacaaccc
gctggacect
cgcaagatat
ctegeccgcetg
ccagcttgge
gcttggctca
agcccagtat

cccaacagat

Ala Leun

Tyr Trp

60

120

i80

240

300

360

420

480
540

€00

660

720

780

840

900

860

1020

1080

1104
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<210> 12

<211> 167

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Met Gly Pro Gly

Ala Pro Pro Pro
20

Asn Pro Asp Asn
35

Pro Pro Cys Pro
50

Leu Leu Asp Glu
65

Pro Glu Pro Gly

Leu Ala Ala Arg
’ 100

Ser Leu Arg Pro
115

Val Ala Arg Glu
130

Ala Gln Leu Gly
145

Ser Ser Gly val

<210> 13
<211> 1202
<212> ADN

<213> Mus musculus

ES 2327102 T3

Arg Cys
S

Glu Ala

Lys Cys

Glu Leu

Leu Glu
70

Pro Gly
85

Tyr Gly

Ser Arg

Pro Ser

Arg Ala
150

Cys Trp
165

Leu

Ser

Cys

Ser

S5

val

Gly

Leu

Ser

Ala

135

Asp

Ala

Leu

Gln

Ser

40

Ser

Leu

Gly

Pro
Pro

120

Ser

Ala

11

Ser

Leu

Glu

Met

Ala
105

Leu

Leu

Leu

Ala
10

Cys

Cys

Ala

Glu

Ala

90

Ala

Arg

Gly

Arg

Leu

Gly

Leu

Ser

Leu

75

His

Trp

Ala

Gln

val
155

Leu Leu Leu Ala Leu

Arg Leu

Gln Arg
45

Gln Pro

60

Ile Val

Gly Thr

Ser Thr

15

Glu Tyr Trp

30

Phe Gly Pro

Leu Ser Arg

Leu Leu Asp

80

Thr Arg His

95

Phe Ala Tyr

110

Leu Ile Glu Met Val

125

Leu Gly Thr His Leu

140

Leu Ser Lys Leu Gly

160
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<400> 13
cggacgegtg ggcggacgeg tgggtgggtc tgcactgaaa cagtgtgggt ggaagtggte 60
acagccctca agctgcaggce tctgctgaga tggggcccag ctggcettctc tggacagtgg 120
cggtggcagt gctgctcctg acccgggctg cgtcaatgga agcctctagc ttctgtggce 180
accttgagta ctggaactct gacaagaggt gctgcagccg ctgecctgcaa cgctttggge 240
ctcectgecatg tcctgatcac gagttcacgg aaaactgcgg gctcaatgac ttcggcgata 300
ctgtagcaca tcctttcaaa aagtgttccc ctgggtattg caaccccaat ggcacagage 360
tgtgtagcca gtgtagcagc ggagccgecqg cagceccccage tcacgtggag agccctggta 420
gaacccacaa gcagtgtaga aagaagcccg tccctcccaa ggatgtctgt cctcttaaac 480
ctgaagacgc aggtgcctct agctcacctg ggaggtggag ccttgggcag acaaccaaga 540
atgaggtctc cagccgacca ggttttgtct cagectecagt gectgectetg gcagtgttge 600
cactgttgct ggtgctgctt ctgatattgg cagtggtctt gctectetttg ttcaagagaa 660
aagtccgttce ccegtcctggt tccagctcag cttttggaga tcccagcacc tctctacatt 720
actggccctg cccaggtacc ctggaggtat tggaaagtag aaacagaggg aaagctaatc 780
tgctgcagect ctcaagctgg gagcttcagg gtctggectce tcagcceccctce tccctcecetge 840
tggatgagct ggaagttctg gaggagctga ttatgctatt ggaccctgag cctgggccga 900
gcgggagcac ggcttatggt accacacgac acctggctgc aagatacggg ctgcctgeca 960
cctggtctac cttcgectac tcacttcgge ccagtcgctc acccctgegg gecctgattg 1020
agatggttgt ggcaagggag ccttctgcta ctctgggtca attcggcaca tatttggctc 1080
agctaggtcg cacagatgct ctgcaggtgc tatctaaact tggctgagtc agagtttgct 1140
ggggcttact actccatcaa taaagtttcc cttgaagcca aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 1200
aa 1202

<210> 14

<211> 345

<212> PRT

<213> Mus musculus

50

55

60

65
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<400> 14

Met

Glu

Phe

Leu

65

Pro

Ser

His

Leu

Leu
145

Ser

Gly

Thr

Gly

50

Asn

Gly

Gly

Lys

Lys

130

Gly

Ala

Pro

Arg

Trp

35

Pro

Asp

Ala

Gln

115

Pro

Gln

Ser

Ser

Ala

20

Asn

Pro

Phe

Cys

Ala

100

Cys

Glu

Thr

val

Trp

Ala

Ser

Ala

Gly

Asn

85

Ala

Arg

Asp

Thr

Leu
165

ES 2327102 T3

Leu

Ser

Asp

Cys

Asp

70

Pro

Ala

Lys

Ala

Lys
150

Pro

Leu

Met

Lys

Pro

55

Thr

Asn

Pro

Lys

Gly

135S

Asn

Leu

Trp

Glu

Arg

40

ABp

val

Gly

Ala

Pro

120

Ala

Glu

Ala

Thr

Ala

25

Cys

His

Ala

Thr

His

105

Val

Ser

Val

val

13

val

10

Ser

Cys

Glu

His

Glu

val

Pro

Ser

Ser

Leu
170

Ala

Ser

Ser

Phe

Pro

75

Leu

Glu

Pro

Ser

Ser
1S5S

Pro

val

Phe

Arg

Thr

60

Phe

Cys

Ser

Lys

Pro

140

Arg

Leu

Ala

Cys

Cys

45

Glu

Lys

Ser

Pro

Asp

125

Gly

Pro

Leu

val

Gly

30

Asn

Lys

Gln

Gly

110

val

Arg

Gly

Leu

Leu

15

His

Gln

Cys

Cys

Cys

95

Axrg

Cys

Trp

Phe

val
175

Leu

Leu

Arg

Gly

Ser

Ser

Thr

Pro

Ser

Val
160
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Leu Leu

Arg Ser

Leu His
210

Asn Arg
225

Gly Leu

Leu Glu

Ser Thr

Pro Ala
290

Pro Leu
305

Thr Leu

Ala Leu

<210> 15
<211> 1229
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 15

Ile

Arg

195

Gly

Ala

Glu

Ala

275

Thx

Arg

Gly

Gln

Leu
180

Pro

Trp

Lys

Ser

Leu
260

Trp

Ala

Gln

vVal
340

Ala

Gly

Pro

Ala

Gln

245

Ile

Gly

Ser

Leu

Phe
325

Leu

ES 2327102 T3

Val Vval Leu

Ser Ser Ser
200

Cys Pro Gly
215

Asn Leu Leu
230

Pro Leu Ser

Met Leu Leu

Thr Thr Arg
280

Thx Phe Ala
285

Ile Glu Met

310

Gly Thrxr Tyr

Ser Lys Leu

Leu

185

Ala

Thr

Gln

Leu

Asp

265

His

val

Leu

Gly
345

Ser

Phe

Leu

Leu

Leu

250

Pro

Leu

Ser

Val

Ala
330

Leu

Gly

Glu

Ser

235

Leu

Glu

Ala

Leu

Ala
315

Gln

Phe Lys

Asp Pro
205

Val Leu
220

Ser Trp

Asp Glu

Pro Gly

Ala Arg

285

Arg Pro
300

Arg Glu

Leu Gly

Arg Lys
190

Ser Thr

Glu Ser

Glu Leu

Leu Glu

255

Pro Ser
270

Tyr Gly

Ser Arg

Pro Ser

335

val

Ser

Arg

Gln

240

val

Gly

Leu

Ser

Ala
320

Asp

ccaccatggg gcccagetgg cttctctgga cagtggeggt ggcagtgetg ctcctgacce

gggctgecgtc aatggaagcc tctagettct gtggccacct tgagtactgg aactctgaca

agaggtgctg cagccgctgc ctgcaacgcet ttgggcctcc tgcatgtcct gatcacgagt

14

60

120

180
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tcacggaaaa
gttccecectgg
ccgececgeagce
agccegtcecce
cacctgggag
catcagtaga
aactcctggg
tctcecggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catceccggga
atcccagcga
ccacgcctcecc
acaagagcag
acaaccacta

atcatcatca

<210> 16

<211> 404

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 16

ctgcgggcetce
gtattgcaac
cccagctcac
tcccaaggat
gtggagcctt
gcccaaatct
gggaccgtca
ccctgaggtc
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcec
tgagctgacc
catcgcegtyg
cgtgctggac
gtggcagcag
cacgcagaag

tcatcattga

ES 2327102 T3

aatgacttcg
cccaatggca
gtggagagcc
gtctgtcctce
gggcagacaa
tgtgacaaaa
gtcttcecectct
acatgcgtgg
gacggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagce
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacggcet
gggaacgtct
agcctctcec

taagtcgac

Met Gly Pro Ser Trp Leu Leu

1

5

Leu Thr Arg Ala Ala Ser Met

20

Glu Tyr Trp Asn Ser Asp Lys

35

Phe Gly Pro Pro Ala Cys Pro

S0

5%

gcgatactgt
cagagctgtg
ctggtagaac
ttaaacctga
ccaagaatga
ctcacacatg
tcecceccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtcct
tctccaacaa
cccgagaacc
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttcttcect
tctcatgctce

tgtctccggg

Trp Thr

agcacatcct
tagccagtgt
ccacaagcag
agacgcaggt
ggtcgeggcece
cccaccgtgce
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcctg
agccctccca
acaggtgtac
ctgeetggte
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat

taaaagaaga

ttcaaaaagt
agcagcggag
tgtagaaaga
gcctctaget
gctcgtegtg
ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagccgceggyg
caccaggact
gcccccateg
accctgeccce
aaaggcttct
aactacaaga
ctcaccgtgg
gaggctctgce

gctagtctcc

15

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1229

vVal Ala val Ala Val Leu Leu
10

Glu Ala Ser Ser Phe Cys Gly His Leu

25

Arg Cys
40

Asp His

15

30

45

60

Cys Ser Arg Cys Leu Gln Arg

Glu Phe Thr Glu Asn Cys Gly
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Leu

65

Pro

Ser

His

Leu

Leu

145

val

Ala

Pro

val

val
225

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr
305

Asn

Gly

Gly

Lys

Lys

130

Gly

Glu

Pro

Lys

val

210

Asp

Asp

Leu

Arg

290

Lys

Asp

Tyr

Ala

Gln

115

Pro

Gln

Pro

Glu

Asp-

195

Agp

Gly

AsSn

Trp

Pro

275

Glu

Asn

Phe

Cys

Ala
100

Cys

Glu

Thr

Lys

Leu

180

Thr

val

val

Ser

Leu

260

Ala

Pro

Gln

Gly

Asn

8s

Ala

Arg

Asp

Thr

Ser

165

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

245

Asn

Pro

Gln

Val

ES 2327102 T3

Asp Thr val Ala

70

Pro

Ala

Lys

Ala

Lys

150

Cys

Gly

Met

His

val
230

Tyr

Gly

Ile

val

Ser
310

Asn

Pro

Lys

Gly

135

Asn

Asp

Gly

Ile

Glu

215

His

Arg

Lys

Glu

Tyx
295

Leu

Gly Thr

Ala His
105

Pro val
120

Ala ser

Glu val

Lys Thr

Pro ser

185

Ser Arg
200

Asp Pro

Asn Ala

val val

Glu Tyr
265

Lys Thr
280

Thr Leu

Thr Cys

16

His Pro Phe Lys

Glu

S0

val

Pro

Ser

Ala

His

170

val

Thr

Glu

Lys

Ser

250

Lys

Ile

Pro

75

Leu

Glu

Pro

Ser

Ala

155

Thr

Phe

Pro

val

Thr
235

val

Cys

Serxr

Pro

val
318

Ser

Lys

Pro

140

Ala

cys

Leu

Glu

Lys

220

Lys

Lys

Lys

Ser

300

Lys

Ser

Pro

Asp

125

Gly

Arg

Pro

Phe

val

205

Phe

Pro

Thr

val

Ala

285

Arg

Gly

Lys

Gln

Gly

110

val

Arg

Arg

Pro

Pro

190

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

270

Lys

Asp

Phe

Cys
Cys

9S

Arg

Trp

Ala

Cys

175

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

255

Asn

Gly

Glu

Ser

80

Ser

Thr

Pro

Ser

Ser

160

Pro

Lys

Val

Glu
240

His

Lys

Gln

Leu

Pro
320
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Ser Asp

Tyr Lys

Tyr Ser

Phe Ser
370

Lys Ser
385

His His
<210> 17
<211>110

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 17

Met Ala

Ala Leu

Pro Pro

Ser Arg

Ser Asp

65

Trp Asn

Lys Ala

<210> 18

<211> 204

<212> PRT

<213> Mus musculus

Ile

Thr

Lys

355

Cys

Leu

His

Pro

Cys

Cys

35

Cys

Ser

Glu

Leu

Ala

Thr

340

Leu

Ser

Ser

His

Axrg

val

20

Glu

val

Glu

val
100

val

325

Pro

Thr

val

Leu

Leu

Gln

Pro

Cys

Asp

85

Ala

Glu

Pro

val

Met

Ser
390

Arg

Leu

Glu

Gly

Leu

70

Lys

val

ES 2327102 T3

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn

vVal

Asp

His

378

Pro

Arg

Val

Arg

Lys

55

Pro

Cys

Asp

Leu

Lys

360

Glu

Gly

Arg

Pro

His

40

Cys

Leu

Pro

Asp

345

Ser

Ala

Lys

Arg

Leu
25

Tyr

Gly

Leu

Gly
105

17

330

Ser

Arg

Leu

Arg

Gln

10

Gln

Glu

Ser

Pro

His

90

Asn

Asp

Trp

His

395

Leu

val

His

Ser

Asp

75

Lys

His

Gly Ser

Gln Gln
365

Asn His
380

Ala Ser

Pro Ala

Thr Leu

Leu Gly
45

Lys Cys
60
Glu Tyr

Val Cys

Thr Ala

335

Phe Phe
350

Gly Asn

Tyr Thr

Leu His

Pro Leu
15

Gln Val

Arg Cys

Thr Pro

Leu Asp

Asgp Ala

95

Pro
110

Asn

Leu

val

Gln

His
400

Leu

Thr

Cys

Thr
80

Gly
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<400> 18

Met

Leu

Lys
65

Cys

Cys

Thr

Phe

Cys
145

Cys

val

Leu Trp Ile

Arg

Arg

Gln

50

val

Thr

Arg

Asn

130

Glu

Arg

Leu

val

Arg

Gly

Glu

Glu

Arg

cys

115

Cys

His

Lys

Leu

His

Arg

Gly

Asp

Gly

Cys

100

Thr

Asp

Gly

Gln

Ile
180

Trp

Thr

Val

Pro

Cys

Lya

85

Thr

Leu

Ser

Thr

Ser
165

Pro

ES 2327102 T3

Ala

Gln

His

Phe

Lys
70

Glu

Thx

Pro

Leu

150

Pro

Leu

Val

Gly

Glu

Cys
55

Met

Cys

Gln

Gly

135

Glu

Arg

Val

Leu

Thr

Thr
40

Cys

Asn

Met

Asp

Asn
120

Cys

Pro

Asn

Phe

Pro

Asn

25

Asp

Gln

Gly

Asp

Glu

105

Thr

Glu

Arg

Ile Tyr

185

Leu Val
10

Ser 1le

Lys Asn

Pro Cys

Gly Thr
75

Lys Asn
90

Glu His

Lys Cys

His Cys

Thr Ala
155

Leu Trp
170

Arg

Lys Cys Trp Lys Arg Arg Gln Asp Asp Pro
195

<210> 19
<211> 257
<212> PRT

<213> Mus musculus

200

18

Leu

Ser

Cys

Gln

60

Pro

His

Gly

Lys

val

140

Thr

Leu

Lys

Glu

Ala

Glu

Ser

45

Pro

Thr

Tyr

Leu

Cys
125

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ser

30

Glu

Gly

Cys

Ala

Glu

110

Lys

Cys

Thx

Arg
190

Ser

1s

Leu

Gly

Lys

Ala

Asp

Val

Pro

Ala

Thxy

Ile

175

Lys

Gln

Lys

Lys

Pro
80

Lys

Glu

Asp

Ser

Asn

160

Leu

Arg
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<400> 19

Glu His

Pro Val

Thr Gln

Glu Cys
50

Ala Glu
65

Cys Lys

Gln Pro

Gly Thr

Pro Pro
130

Leu Ala
145

Ser His

Txp

Met

Cys
35

Thr

Leu

Ala

His

Ala

115

Glu

Phe

Pro

Asn
Gly

20

Arg

His

Lys

Gly

Thr

100

Gln

Met

Phe

Ser

i

Leu

Cys

Cys

Asp

His

85

Arg

Ser

Sex

Leu

Leu
165

ES 2327102 T3

Leu

Glu

Gln

Glu
Glu

70

Phe

Cys

Asp

Gly

Leu
150

Cys

Thr

Glu

Pro

Leu

val

Gln

Glu

Thr
135

Leu

Arg

Ile

Ile

Gly
40

Leu

Gly

Asn

Asn

Thr

120

Met

Ala

Lys

Cys

Ala

25

Met

Ser

Lys

Thr

Gln
105

Cys

Leu

Thr

Leu

Gln
10

Pro

Phe

Asp

Gly

Ser

90

Gly

Lys

Met

Val

Gly
170

Leu

Cys

Cys

Cys

Asn

75

Ser

Leu

Asn

Leu

Phe

155

Ser

Cys

Thr

Ala

Pro

60

Asn

Pro

val

Pro

Ala

140

Ser

Leu

Arg

Ser

Ala
45

Pro

His

Ser

Glu

Leu

125

val

Cys

Leu

Pro Cys
15

Lys Arg
30

Trp Ala

Gly Thr

Cys Val

Ala Arg

95

Ala Ala

110

Glu Pro

Leu Leu

Ile Trp

Lys Arg
175

Asp

Lys

Leu

Glu

Pro

80

Cys

Pro

Leu

Pro

Lys

160

Arg

Pro Gln Gly Glu Gly Pro Asn Pro Val Ala Gly Ser Trp Glu Pro Pro

Lys Ala

180

185

130

His Pro Tyr Phe Pro Asp Leu Val Gln Pro Leu Leu Pro Ile

195

Ser Gly Asp Val Ser

210

Leu Glu Ala Gly Val

225

Glu Pro Gln Leu Glu

Asn

200

205

Pro val Ser Thr Gly Leu Pro Ala Ala Pro Val

230

245

215

19

250

235

220

Pro Gln Gln Gln Ser Pro Leu Asp Leu Thr

Pro Gly Glu Gln Ser Gln Val Ala His Gly

255

Arg
240

Thr
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<210> 20
<211> 25
<212> ADN
<213> cebador

<400> 20

ggtgaccacc tcgtgggcaa cgtct

<210> 21
<211> 25
<212> ADN
<213> cebador

<400> 21

ggctcagggt ccageagtac aatca

<210> 22
<211>11
<212> PRT

<213> Péptido de la proteina TAT de VIH

<400> 22

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg

1 5

<210> 23
<211>24
<212> ADN
<213> cebador

<400> 23

cggacgeglg ggeggacgeg tgeg

<210> 24
<211>24
<212> ADN
<213> cebador

<400> 24
agcaaactct gactcagcca agtt

<210> 25

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

ES 2327102 T3
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20

25

25

24

24
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<400> 25
Met Glu Ala Ser Gin Gln Ala Trp Pro Asn His His His His His His
1 S 10 15
<210> 26
<211> 39
<212> ADN

<213> cebador

<400> 26

gaggaataac atatggaagc ctctcagtat tgcggecge

<210> 27
<211> 54
<212> ADN
<213> cebador

<400> 27

cggecgatee tcgagttaat gatgatgatg atgatgattc ggecaggect getg

<210> 28
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28
Met Glu Ala Ser Gln Ser Pro Gly Lys
1 5

<210> 29

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

1

<210> 30
<211> 39
<212> ADN
<213> cebador

<400> 30
gaggaataac atatggaagc ctctcagtat tgcggeege

<210> 31
<211> 51
<212> ADN
<213> cebador

Gln Ala Trp Pro Asn Gly Gly Gly Gly G
5 1

21

ly Asp Lys Thr His
0

39

54

39
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ES 2327102 T3

<400> 31

acatgtgtga gttttgtcac caccaccacc accattcgge caggeetget g

<210> 32
<211> 51
<212> ADN
<213> cebador

<400> 32

cagcaggcct ggecgaatgg tggtggtegt ggtgacaaaa ctcacacatg t

<210> 33
<211> 39
<212> ADN
<213> cebador

<400> 33
ccgeggatcee tcgagttatt tacccggaga cagggagag

<210> 34
<211> 39
<212> ADN
<213> cebador

<400> 34
cagcccaagc tttagaccac catggggcct ggacgatge

<210> 35
<211>24
<212> ADN
<213> cebador

<400> 35

caggtcgaca ggctcagggg tect

<210> 36
<211> 380
<212> PRT

<213> Homo sapiens

22

51

51

39

39

24
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<400> 36

Met

Ala

Asn

Pro

His

65

Val

Asn

Ile

145

Pro

Pro

Gly

Pro

Pxo

Pro

50

Gly

Asn

Thr

Glu

Pro

130

Ala

Pro

Pro

Pro

Asp

35

cys

Asp

Pro

Pro

Arg

115

Gly

Trp

Pro

Lys

Gly

Pro

Asn

Pro

Phe

ASp

Thr

100

Pro

Ala

Arg

Ala

Pro
180

Arg

Glu

Lys

Asp

val

Gly

85

Pro

Val

Pro

Thr

Pro

165

Lys

cys

Ala

Cys

Thr

Ala

Ala

Pro

Ser

Pro

1s0

Glu

Asp

ES 2327102 T3

Ser

Cys

Glu

55

Pro

Glu

Ala

Ala

Ser

135

Glu

Leu

Thr

Leu

Gln

Ser

40

Phe

Pro

Leu

Gly

Lys

120

Gln

Pro

Leu

Thr

Ser

Arg

Phe

Gly

105

Gly

Glu

val

Gly

Met
185

23

Ala
10

Cys

Cys

Glu

Arg

Ser

90

Gly

Hisg

Arg

Asp

Gly

170

Ile

Leu

Gly

Leu

Asn

Lys

75

Pro

Arg

Cys

Ser

Lys

155

Pro

Ser

Leu

Arg

Gln

Cys
60

cys

Thr

Pro

Ser

140

Thr

Ser

Arg

Leu

Arg

Gly

Ser

Gly

Pro

Leu

125

Pro

His

Vval

Thr

Leu

Glu

30

Phe

Leu

Ser

Gly

Trp

110

Thr

Ala

Thx

Phe

pPro
130

Ala

15

Gly

Asn

Gly

Gly

85

Arg

Pro

Ser

Cys

Leu

175

Glu

Leu

Trp

Pro

Asp

Gln

80

Ala

Cys

Gly

Ser

Pro

160

Phe

Val
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Thr Cys

Asn Trp
210

Arg Glu
225

val Leu

Ser Asn

Lys Gly

Asp Glu
290

Phe Tyr
305

Glu Asn

Phe Phe

Gly Asn

Tyr Thr
370

<210> 37
<211> 39
<212> ADN
<213> cebador

<400> 37

val
195

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

275

Leu

Pro

Asn

Leu

Vval

355

Gln

val

val

Gln

Gln

Ala

260

Pro

Thr

Ser

340

Phe

Lys

val

Asp

Asp

245

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

325

Ser

Ser

Ser

Asp

Gly

Asn
230

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

310

Thr

Lys

Cys

Leu

ES 2327102 T3

val

val

215

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

295

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
375

cagcccaagc tttagaccac catggggecc agetggett

<210> 38
<211>24
<212> ADN
<213> cebador

Ser His Glu Asp Pro Glu

200

Glu val

Thr Tyr

Asn Gly

Pro 1le
265

Gln Vval
280

val Ser

val Glu

Pro Pro

Thr Val

345

val Met
360

Leu Ser

24

His

Lys
250

Glu

Leu

TIp

val

330

Asp

His

Pro

Asn

val

235

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

315

Leu

Lys

Glu

Gly

Ala
220

val

Thr

Leu

Cys

300

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
380

205

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

285

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
365

val

Thr

val

cys

Ser

270

Pro

val

Gly

Asp

Trp

350

His

Lys

Lys

Leu

Lys

255

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

335

Gln

Asn

Phe

Pro

Thr

240

val

Ala

Arg

Gly

Pro

320

Ser

Gln

His

39
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<400> 38

caggtcgacc tcattcttgg ttgt

<210> 39
<211> 380
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 39

Met

Glu

Phe

Leu

65

Pro

Ser

His

Leu

Leu
145

Gly

Thr

Gly

50

Asn

Gly

Gly

Lys

Lys

130

Gly

Pro Ser

Arg Ala
20

Trp Asn
35

Pro Pro

Asp Phe

Ala Ala
100

Gln Cys
115

Pro Glu

Gln Thr

g

Ala

Ser

Ala

Gly

AsSn

85

Ala

Arg

Asp

Thr

ES 2327102 T3

Leu

ser

Asp

Cys

Asp

70

Pro

Ala

Lys

Ala

Lys
150

Leu

Met

Lys

Pro

55

Thr

Asn

Pro

Lys

Gly

135

Asn

Trp

Glu

Asp

val

Gly

Ala

Pro

120

Ala

Glu

25

Thr

Ala
25

Cys

His

Ala

Thr

His

105

val

Ser

Val

val
10

Ser

Cys

Glu

Hisa

Glu

90

val

Pro

Ser

Asp

Ala

Ser

Ser

Phe

Pro

75

Leu

Glu

Pro

Ser

Lys
155

val

Phe

Arg

Thr

60

Phe

Cys

Ser

Lys

Pro

140

Thr

Cys

Cys

45

Glu

Lys

Ser

Pro

Asp

125

Gly

His

val

Gly

30

Leu

Asn

Lys

Gln

Gly

110

val

Arg

Thr

Leu

15

His

Gln

cys

Cys

cys

95

Arg

cys

Leu

Axrg

Gly

Ser

80

Ser

Thr

Pro

Ser

Pro
160

24
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Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

225

val

Ser

Lys

ABp

Phe

305

Glu

Phe

Gly

<210> 40
<211> 26
<212> ADN
<213> cebador

<400> 40

Cys

Pro

cys

210

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

290

Asn

Phe

Asn

Thr
370

Pro

Lys

val
195

TYT

Glu

His

Lys

Gln

275

Leu

Pro

Asn

Leu

val

355

Gln

Ala

Pro

180

val

vVal

Gln

Gln

Ala

260

Pro

Thr

Ser

340

Phe

Lys

ttcccagttt ttcatctgea ctgeca

Pro

165

Lys

val

Asp

AsSp

245

Arg

Lys

Asp

Lys

325

Ser

Ser

Ser

ES 2327102 T3

Glu Leu

Asp Thr

Asp val

Gly val
215

Asn Ser
230

Trp Leu

Pro Ala

Glu Pro

Asn Gln

255

Ile Ala

310

Thr Thr

Lys Leu

Cys Ser

Leu Ser
375

Leu Gly Gly Pro Ser

Leu

Ser

200

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

280

Val

Val

Pro

Thr

val

360

Leu

Met
185

His

val

Gly

Ile

265

val

Ser

Glu

Pro

val

345

Met

Ser

26

170

Ile

Glu

His

Lys
250

Glu

Leu

Trp

val

330

Asp

His

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

235

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

315

Leu

Lys

Glu

Gly

Arg

Pro

Ala

220

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

300

Serxr

Asp

Ser

Ala

Lys
380

val

Thr

Glu

205

Lys

Ser

Lys

1le

Pro

285

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
365

Phe

Prc

150

val

Thr

val

Cys

Ser

270

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

350

His

Leu
175

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

255

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

335

Gln

Asn

Phe

val

Phe

Pro

Thr

240

val

Ala

Axg

Gly

Pro

320

Ser

Gln

His

26
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<210> 41
<211> 20
<212> ADN
<213> cebador

<400> 41

tgctggacce aacacaaatg

<210> 42
<211> 20
<212> ADN
<213> cebador

<400> 42

tgccatccaa ccactcagtc

<210> 43
<211>22
<212> ADN
<213> cebador

<400> 43

ctgectgetg cctggtecac ct

<210> 44
<211>20
<212> ADN
<213> cebador

<400> 44

acacctggcc gcaagatatg

<210> 45
<211> 20
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 45

gactcggcect cagecgaatag

ES 2327102 T3

27

20

20

22

20

20
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