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DESCRIPCION
Polipéptidos y DNA de Xrec2.

Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La invencidn estd orientada a nuevos polipéptidos purificados y aislados Xrec2 y fragmentos de los mismos, los
dcidos nucleicos que codifican tales polipéptidos, procesos para produccién de formas recombinantes de tales polipép-
tidos, anticuerpos generados contra estos polipéptidos, péptidos fragmentados derivados de estos polipéptidos, y usos
de los mismos.

Descripcion de la técnica afin

La interleuquina-1 (IL-1) es un miembro de un gran grupo de citoquinas cuya funcién primaria es mediar las
respuestas inmunitarias e inflamatorias. Existen cinco miembros conocidos de la familia IL-1, que incluyen IL-1 alfa
(IL-1@), IL-1 beta (IL-1B), antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra), IL-1 delta (IL-16 como se describe en WO
99/35268), e IL-18 (conocido previamente como IGIF y a veces IL-1 gamma). La IL-1 que es secretada por los
macréfagos es realmente una mezcla de principalmente IL-13 y algo de IL-1a (Abbas et al., 1994). IL-1a e IL-1p,
que son producidos primeramente como precursores de 33 kD que carecen de una secuencia sefial, son procesados
ulteriormente por escision proteolitica para producir formas activas secretadas, de aproximadamente 17 kD cada una.
Adicionalmente, el precursor de 33 kD de IL-1a es también activo. Ambas formas de IL-1 son los productos de dos
genes diferentes localizados en el cromosoma 2. Aunque las dos formas tienen entre si una homologia menor que 30
por ciento, ambas se fijan a los mismos receptores y tienen actividades similares.

La familia IL-1 de ligandos se fija a un receptor comtn compuesto de una cadena de fijacién de ligando, el receptor
de IL-1 tipo I (IL-1RI), y un componente de sefializacién requerido, la proteina accesoria (AcP) IL-1R (Sims et al.,
1988; Greenfeder et al., 1995; Cullinan et al., 1998). Un receptor de IL-1 tipo IT (IL-1RII) fija y secuestra el agonista
de IL-1 (especialmente IL-1/5) sin inducir respuesta alguna de sefializacién de si mismo (McMahan et al., 1991; Sims
et al., 1993; Colotta et al., 1993; Colotta et al., 1994). Los ligandos de IL-1 pueden fijarse también a un fragmento
proteolitico soluble de IL-1RII (sIL-1RII) (Colotta et al., 1993).

IL-1ra, una forma biolégicamente inactiva de IL-1, es estructuralmente homoéloga a IL-1. IL-1ra se produce con
una secuencia sefial que permite la secrecion eficiente en la regién extracelular (Abbas et al., 1994). Adicionalmente,
IL-1ra se fija al receptor de IL-1 tipo I pero falla en cuanto a la produccién de la interaccién subsiguiente con AcP.
Asi, IL-1ra bloquea IL-1RI e impide la accidn del agonista de IL-1 (Hannum et al., 1990; Eisenberg et al., 1990).

La fuente principal de IL-1 es el macréfago o fagocito mononuclear activado. Otras células que producen IL-1 in-
cluyen células epiteliales y endoteliales (Abbas et al., 1994). La secrecién de IL-1 por los macréfagos ocurre después
que el macréfago encuentra e ingiere bacterias gram-negativas. Tales bacterias contienen moléculas de lipopolisa-
carido (LPS), conocidas también como endotoxina, en la pared de la célula bacteriana. Las moléculas LPS son los
componentes activos que estimulan los macréfagos a producir factor de necrosis tumoral (TNF) e IL-1. En este caso,
IL-1 se produce en respuesta a la produccion de LPS y TNF. A concentraciones bajas, LPS estimula los macréfagos
y activa las células B y otras respuestas del hospedador necesarias para eliminar la infeccion bacteriana; en cambio, a
concentraciones elevadas, LPS puede causar deterioro grave de los tejidos, choque, e incluso la muerte.

Las funciones biolégicas de IL-1 incluyen activacién de las células endoteliales vasculares y los linfocitos, des-
truccion de tejido local, y fiebre (Janeway et al., 1996). A niveles bajos, IL-1 estimula los macréfagos y las células
endoteliales vasculares para producir IL-6, regula en sentido creciente moléculas en la superficie de las células endo-
teliales vasculares a aumentar la adhesion de los leucocitos, y activa indirectamente los leucocitos inflamatorios por
estimulacién de los fagocitos mononucleares y otras células producir ciertas quimioquinas que activan los leucoci-
tos inflamatorios. Adicionalmente, IL-1 estd implicada en otras respuestas inflamatorias tales como la induccién de
prostaglandinas, la sintetasa del 6xido nitrico, y metaloproteinasas. Estas funciones de IL-1 son cruciales durante las
infecciones microbianas de nivel bajo. No obstante, si la infeccién microbiana aumenta de escala, IL-1 actda sistémi-
camente por induccién de fiebre, estimulacion de los fagocitos mononucleares a producir IL-1 e IL-6, aumento de la
produccion de proteinas del suero por los hepatocitos, y activacion del sistema de coagulacién. Adicionalmente, IL-1
no causa necrosis hemorragica de los tumores, suprime la divisién de las células madre de la médula 6sea, e IL-1 es
letal para los humanos a concentraciones altas.

Dada la importante funcién de IL-1, existe necesidad de identificar miembros adicionales de la familia de ligandos
de IL-1 y la familia de receptores de IL-1. Adicionalmente, teniendo en cuenta el interés continuo en la investigacién
de proteinas y en el sistema inmunitario, el descubrimiento, la identificacion, y los papeles de nuevas proteinas y sus
inhibidores, se encuentran en la vanguardia de la biologia molecular y la bioquimica modernas. A pesar del acervo
creciente de conocimiento, existe todavia necesidad en la técnica de descubrir la identidad y funcién de las proteinas
implicadas en las respuestas celulares e inmunoldgicas.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2325165 T3

En otro aspecto, la identificacién de la estructura primaria, o secuencia, de una proteina desconocida, es la culmi-
nacién de un proceso arduo de experimentacién. A fin de identificar una proteina desconocida, el investigador puede
basarse en una comparacion de la proteina desconocida con péptidos conocidos utilizando una diversidad de métodos
conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, las proteinas se analizan rutinariamente utilizando técnicas tales
como electroforesis, sedimentacién, cromatografia, secuenciacion y espectrometria de masas.

En particular, la naturaleza singular de la composicion de una proteina con relacidn a sus aminoacidos especificos
constituyentes da como resultado un posicionamiento singular de sitios de escisién dentro de la proteina. La fragmen-
tacion especifica de una proteina por escisiéon quimica o enzimética da como resultado una “huella dactilar peptidica”
singular (D. W. Cleveland et al., J. Biol. Chem. 252: 1102-1106, 1977; M. Brown et al., J. Gen. Virol. 50: 309-316,
1980). Por consiguiente, la escision en sitios especificos da como resultado una fragmentacién reproducible de una
proteina dada en péptidos de pesos moleculares precisos. Adicionalmente, estos péptidos poseen caracteristicas sin-
gulares de carga que determinan el pH isoeléctrico del péptido. Estas caracteristicas singulares pueden aprovecharse
utilizando una diversidad de técnicas electroforéticas y de otros tipos (Brock et al., Biology of Microorganisms, pp.
76-77, Prentice Hall, 6* edicion, 1991).

La fragmentacion de las proteinas se emplea adicionalmente para andlisis de la composicién de aminoacidos y
secuenciacion de las proteinas (P. Matsudiara, J. Biol. Chem. 262: 10035-10038, 1987; C. Eckerskorn et al., Elec-
trophoresis 9: 830-838, 1988), particularmente la produccién de fragmentos de proteinas con un término N “blo-
queado”. Adicionalmente, las proteinas fragmentadas pueden utilizarse para inmunizacién, para seleccion de afinidad
(R.A. Brown, Patente U.S. No. 5.151.412), para determinacién de sitios de modificacién (v.g. fosforilacién), para
generaciéon de compuestos bioldgicos activos (Brock et al., Biology of Microorganisms, pp. 300-301, Prentice Ha-
11, 6% edicidn, 1991), y para diferenciacién de propiedades homdlogas (M. Brown ef al., J. Gen. Virol. 50: 309-316,
1980).

Adicionalmente, cuando se obtiene una huella dactilar peptidica de una proteina desconocida, la misma pueda
compararse con una base de datos de proteinas conocidas para ayudar a la identificacién de la proteina desconocida
utilizando espectrometria de masas (W.J. Henzel et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5011-5015, 1993; D. Fenyo et al.,
Electrophoresis 19:998-1005, 1998). Una diversidad de programas de software de ordenador para facilitar estas com-
paraciones estdn accesibles en Internet, tales como Protein Prospector (sitio de Internet: prospector.uscf.edu), Multi-
Ident (sitio de Internet: www.expasy.ch/sprot/multiident.html), PeptideSearch (Internet site: www.mann.embl-heildel-
berg.de...deSearch(FR._PeptideSearch Form.html), y ProFound (sitio de Internet: www.chait-sgi.rockefeller.edu/cgi-
binf/protid-frag.html). Estos programas permiten al usuario especificar el agente de escisién y los pesos moleculares
de los péptidos fragmentados dentro de una tolerancia especificada. Los programas comparan estos pesos moleculares
con informacién de pesos moleculares de proteinas almacenados en bases de datos para facilitar la determinacion de
la identidad de la proteina desconocida. Para una identificacién exacta se requiere informacién exacta concerniente al
nimero de péptidos fragmentados y el peso molecular preciso de dichos péptidos. Por consiguiente, el aumento de la
exactitud en la determinacion del nimero de péptidos fragmentados y su peso molecular deberia dar como resultado
una mayor probabilidad de éxito en la identificacion de las proteinas desconocidas.

Adicionalmente, productos de digestion de proteinas desconocidas pueden secuenciarse utilizando espectrometria
de masas en tindem (MS/MS) e investigarse la secuencia resultante contra bases de datos (J.K. Eng et al., J. Am. Soc.
Mass Spec. 5:976-989, 1994; M. Mann et al., Anal. Chem. 66:4390-4399, 1994; J.A. Taylor et al., Rapid Comm. Mass
Spec. 11:1067-1075, 1997). Programas de busqueda que pueden utilizarse en este proceso existen en Internet, tales
como Lutefisk 97 (sitio de Internet: www.Isbc.com:70/Lutefisk97.html), y los programas Protein Prospector, Peptide
Search y ProFound arriba descritos. Por consiguiente, la adicién de la secuencia de un gen y su secuencia predicha de
proteinas y fragmentos peptidicos a una base de datos de secuencias puede contribuir a la identificacién de proteinas
desconocidas utilizando espectrometria de masas en tdndem.

Asi pues, existe también necesidad en la técnica de polipéptidos adecuados para uso en estudios de fragmentacion
de péptidos, para uso en determinaciones de peso molecular, y para uso en secuenciacion de proteinas utilizando
espectrometria de masas en tindem.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona moléculas de 4cido nucleico aisladas y polipéptidos codificados por las molé-
culas de 4cido nucleico para un receptor de la familia de IL-1 denominado “Xrec2”. Asi, en un aspecto, la invencién
estd dirigida a una molécula de 4cido nucleico aislada seleccionada del grupo constituido por:

(a) la secuencia de DNA de SEQ ID NO: 2;

(b) una molécula de 4cido nucleico aislada que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 4;y

(c) una molécula de 4cido nucleico aislada degenerada de SEQ ID NO: 2 como resultado del codigo genético.
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La invencién proporciona también un vector recombinante que dirige la expresion de la molécula de acido nuclei-
co de la invencién, y una célula hospedadora transfectada o transducida con un vector de este tipo. Se proporciona
también un polipéptido aislado codificado por la molécula de dcido nucleico de la invencién, que puede encontrar-
se en forma no glicosilada. La invencidn proporciona también un oligémero que comprende un polipéptido de la
invencion.

Se proporciona también un anticuerpo aislado que se fija a un polipéptido de la invencidn, que puede ser un
anticuerpo monoclonal.

La invencién proporciona adicionalmente un método para la produccién de un polipéptido Xrec2 que comprende
cultivar una célula hospedadora de la invencién en condiciones que promueven la expresion, y recuperar el polipéptido
del medio de cultivo. Estan abarcadas por la invencién moléculas de 4dcido nucleico monocatenarias y bicatenarias tanto
de RNA como de DNA. Los 4cidos nucleicos arriba indicados pueden utilizarse para identificar dcidos nucleicos que
codifican proteinas que tienen actividades asociadas con ligandos y receptores de la familia IL-1. Asi, la molécula de
dcido nucleico de Xrec2 puede utilizarse para identificar el ligando Xrec2.

Adicionalmente, estos dcidos nucleicos pueden utilizarse para identificar los cromosomas humanos con los cuales
estan asociados los dcidos nucleicos. Asi, los dcidos nucleicos de Xrec2 pueden utilizarse para identificar el cro-
mosoma X humano. De acuerdo con ello, estos dcidos nucleicos pueden utilizarse también para mapear genes en
el cromosoma X humano; para identificar genes asociados con ciertas enfermedades, sindromes, u otras afecciones
humanas asociadas con el cromosoma X humano; y para estudiar la transduccién de sefiales celulares y el sistema
inmunitario.

Pueden utilizarse oligonucledtidos sentido o antisentido de los dcidos nucleicos de SEQ ID NOs: 1, 2, 5, 6 y 7 para
inhibir la expresion del polinucleétido respectivo codificado por los 4cidos nucleicos.

La invencién comprende adicionalmente métodos para la produccién de un polipéptido Xrec, que comprenden
cultivar una célula hospedadora de la invencién en condiciones que promueven la expresion, y recuperar el polipéptido
del medio de cultivo. Especialmente la expresion de estos polipéptidos en bacterias, levaduras, plantas, insectos, y
células animales estd abarcada en la invencion.

En general, los polipéptidos de la invencién pueden utilizarse para estudiar procesos celulares tales como re-
gulacién inmunitaria, proliferacién celular, muerte celular, migracién celular, interaccién célula-célula, y respuestas
inflamatorias. Adicionalmente, estos polipéptidos pueden utilizarse para identificar proteinas asociadas con receptores
de Xrec2.

Por otra parte, estos polipéptidos pueden utilizarse en ensayos para cribado de inhibidores potenciales de la ac-
tividad asociada con moléculas polipeptidicas contraestructura, y como agentes terapéuticos para el tratamiento de
enfermedades mediadas por moléculas polipeptidicas contraestructura. Adicionalmente, estos polipéptidos pueden
utilizarse en el disefio de inhibidores (v.g., receptores modificados por ingenieria genética que actdan como inhibido-
res) de los mismos.

Las secuencias de 4cido nucleico de Xrec2, secuencias de aminodcidos predichas del polipéptido o fragmentos
de las mismas, o una combinacién de las secuencias predichas de aminodcidos del polipéptido de fragmentos de las
mismas pueden utilizarse en investigacion de una base de datos electrénica para ayudar a la identificacién de dcidos
nucleicos muestra y/o proteinas. Los polipéptidos descritos en esta memoria pueden utilizarse como controles para
establecer la extension de la fragmentacion de las proteinas.

Anticuerpos policlonales o monoclonales aislados que se fijan a estos polipéptidos estdn abarcados también por
la invencidn. Estos anticuerpos pueden utilizarse para contribuir a la purificacién de los polipéptidos de la inven-
cién.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 representa diagramaticamente la estructura gendmica del locus IL-1 zeta.

La Figura 2 representa un modelo molecular que muestra la estructura secundaria de IL-1 zeta, en la cual las
cadenas § se representan en amarillo, indicdndose su direccién por la punta de flecha; las vueltas 8 se muestran

en color azul; y las espirales se muestran en color verde. La estructura de IL-1 zeta se presenta en dos vistas dife-
rentes.
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Descripcion detallada de la invenciéon

Las moléculas de dcido nucleico descritas en esta memoria incluyen las secuencias de nucleétidos siguientes:

Nombre: IL-1 zeta (no abarcada en la invencién)

1

ATGTCAGACT GTARTAGGAG GGAAACAGAR ACCARAGGRA AGAACAGCIT
TAAGARGCGC TTAAGAGGTC CAAAGGTGAR GAACTTARAC COGAAGAAAT
TCAGCATTCA TGAOCAGGAT CACAAAGTAC TIGICCYGGA CICTGGGRAT
CTCATAGCAG TTCCAGATAA AARCTACATA CGCCCAGAGA TCTTCYTTIGC
ATTAGCCTTA TCCTTGAGCT CAGCCTCIGC GGAGAAAGGR AGTCCGAITC
TCCTOGEGEGCT CTCTARRGGG GAGTTTICTC TCTACTGCTGA CAAGAATAAR
GGRCAARGTC ATCCATCOCCT TCRGCIGARG AAGGAGARAC TGATGAAGCT
GGCTGCOCAAR AAGGRAATCAG CACGCOGECC CTTCATCTTIT TATAGAGCTC
AGGTGAIGCTC CTGGAACATG CTIGGAGICGG CGGCTCALCCC CGERTUGTIC
KTCTGUALCT CCTGCARTTG TAATGRGCOCT GTTGGGGTGA CAGATAAATT
TGAGARCAGG ARACACATIG AATTITCATT TCAACCRGTIT TGCAAAGCTG
ARATGAGCOC CAGTGAGGTC AGCGATTAG (SEQ ID NO:1)

Nombre: Xrec2

1
52
i10x

201
251
301
asa
401
451
501
S51
601
651
701
751
801
as1

ATEARAGCTC CGATYIOCACA CTTGATTCTC TTATALGCTA CITTIACTCA
GAGTTTGAAG GTIGTGACCA AAAGRGGCTC CGCCGATGGA TGCACTGRLT
GGTCTATCGA TATCAAGARA TATCAAGTTT TGGTGGGAGA GCCTGTICGA
ATCRARTGTG CACTCTTTTA TGGTTATATC AGRACAAATT ACTCCCTTGC
CCARRGTGCT GGACTCAGIT TGATGTOGTA CAAAAGTICT GATCCTGGAG
ACTTTGAAGA GCCARTAGCC TTTGALGGAA GTAGAATGAG CARAGAAGAA
GACTCCATTT GGTTCCGGCC AACATIGCTA CAGGACRGTG GTICTCTACGC
CIGIGTCATC AGRAAMNCTCCA CTTACIGTAT GAAAGTATCC ATCTCACTGA
CAGTGGGTGA AARTIGACRCT GGACTCTGCT ATAATTCCAA GATGRAGTAT
TTTGAARARG CTGAACTTAG CAAAAGCAAS GAAATTTCAT GCOGTGACAT
AGAGGATITT CTACTGCCAA CCAGRGRALC TGAAATCCTT TOGTACAAGG
AATGCAGGAC AARAACATGE AGGCCARGTA TTGTATTCAR ANGAGATACT
CIGCTTRATAA GAGAAGTCAG AGRAGATGAC ATTGGRAATT ATACCTGTIGA
ATTAMATAT GGAGGCTTTG TTGTGAGAAG AACTACTGAA TTAACIGTITA
CAGCCCCTCT GACTGATARG CCACOCAAGC TTTTGTATCC TATGGAAAGT
AAARCTGACAAR TTCAGGAGAC CCAGCTGGAT GACTCTGCTA ATCTRAACCTG
CAGAGCTTIC TTIGOGTRACA GOGGAGATGT CAGTCCTITA RTTTACTGGA
TGAMGGAGA AAAATTTATT GAAGRATCTGA ATGARAATOG AGTTIGGGAA
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1001
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1101
1151
1202
1251
1301
1381
1401
1451
1501
1551
1602
1651
1701
1781
1801
1851
1902
1951
2001
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AGTGACRTTA GRATTCTTAA GGAGCATCIT GGAGRACRGG AAGTTTCCAT
CTCATTARTT GTGGACTCTG TIGARGAAGG TGACTTOGGA AATTACYCCT
GTTATGTIGA AAATGGARAT GGACGTCGAC ACGCCAGOGT TCTCCITCAT
AARCGAGAGC TAATGTACAC AGTGGRACTT GCIGGAGGCOC TTGGTGCTAT
ACTCTTGCTG CTIGTATGTT TOGTGACCAT CTACAAGTGT TACAAGATAG
AAATCATGCT CTTCTACAGG AATCATTTIG GAGCTGAAGR GCTOGATGGA
GACAATAAAG ATTATGATGC ATACTTATCA TACACCAAAG TGGATCCIGA
CCAGTGGRAT CRAAGAGACTG GOGAAGAAGAR ACGTTTTOCC CTITGAAATCC
TACCTGATAT GCTTGAAAAG CATTATGGAT ATAAGITGIYT TATACCAGAT
AGAGATTTAA TCOCAACYGU ARCATACATT GARGATGTGG CAAGATGIGT

AGATCAAAGC
GRRGGGGCTG
GTGACTGAAG
ARTTATGAAC
TGACGITCRT
TICTGGAARC
TACACATGAG
TGCAGACTGT
GCCACTOCCC
ACAARTOCGT
CTACCGGCAC
ARCATCCCIA
CAGIGGAGCAG

AAGCGGCTGA TTATTCTCAT
GAGCATCTIT GAGCTGGAAA
AAATTAAAGT GRTTCTARTT
TACCAGGAGG TGGAGGCCCT
TAAATGGCAT GGACCAARAT
GTTTACAGTA TGRARTGCCT
CAGGCTTTAG ATGTCAGIGA
CTCGGOCATT TOCATGOCCS
ATCCAGRTCT COGTTCTACC
CAGAAACRCT ACTARCCGAAG
CCTIGCCTCTT ACCICCRTAG
TGACACTCAT CRACGGGTAG
AARTCCAGATG AGGCCCACAC

GAOCCCAPAT TACGTAGTTA
CCAGACTTCOG AARTATGCTIT
GARTGCAGTG ARCTGAGAGG
GAARGCACACC ATCAAGCTOC
GCAACAAGTT GRACTCCAAG
TTTAAGAGGA TAGAACCCAT
GCAAGGGCCT TTTCGRGAGC
CGGCCACCTC CACAGCICIA
TITCACRACA OGTRACCATTC.
CIATGAGTAC GACGTACCTC
GCAATCAGCA TACCTACTGT
COGOCACAGA CAAAATCGAG
AARCAGTGCC ATCCTGOOGC

TGTIGCCAAG GGAGACCAGT ATATCCAGTG TGATATGGTG A (SEQ ID NO:2)

Nombre: TDZ.1 (no abarcada en la invencién)

1
51
101
151
201
251
3102
351
40%
451
501
551
601
§51

ATGTCCYITTG TGGOUGAGAR CTCRGGAGTE AAAATGGGCT CTGABGACTG
GGARAMGAT GAACCCCAGT GCTUCTTARA AGRACCCAGCT GTARGOCCCC
TGIAACCAGG CCCARGCLTC CCCACCATGA ATTTTIGTTCA CACRAGTCCA
AAGGTGAAGA ACTTAAACCC GAAGAAATITC AGCATICATG ACCAGGATCA
CAAAGTACTG GTCCTGGACT CYGOGAATCT CATAGCAGTT CCAGATAARA
ACTACATAQG CCCRGAGATC TICTITGCAT TAGOCTCATC CTTGAGCICA
GCCTCTOOEG AGAARGGAAG TCCGRTITCTC CTGGGSGTCT CTARAGGGGA
GTTTTGTCTC TACTGTGACA AGGATAAAGG ACAAAGTCAT CCATCCCTIC
AGCTGRAGRA GGAGRRACTG AYGAAGCTGG CTGCCCAMAA GGAATCAGCA
CGOOAEGCCCT TCATCTITITR TAGGGCTCRG GTGQRRCTCCT GGAACATGCT

GQGAGTOGGOG GCTCALOCCCG GATGGTTCAT CTGCACCICE TGCAATTGTA
ATGARCCTGT TOCGGTGACR GATAAATTIG AGAACAGGAA ACACATTGAA
TITTTCATITC ARCCAGTITG CARAGCTGAA ATGRGCOCOCA GTGAGGTCAG
CGATTAG (SEQ XD WO:5)

6
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Nombre: TDZ.2 (no abarcada en la invencién)

51
101
151
201
251
301
351
401
451
442 §
551

ATGTCCITIG TGGGGGAGRA CTCAGGAGTG AAAATGOGCT CTGAGGACTG
GGAARAAGAT GAACCCOAGT GCTGCTTAGA AGGTCCARAG GTQAAGAACT
TAARCCOGRA GAAATTCAGC ATTCATGACC AGGATCACAA AGTACTGCGTC
CTGGACTCTG GGAATCTICAT AGCAGTICCA GATARAACT ACATACGCCOC
AGAGRTCTTIC TTTACATTAG CCTCATCOCTT GAGCTCAGCUC TCTGOGGAGA
ARGGARGTCC GATTCTCCTG GAGGTCTCYA AAGGAGAGTT TIGTCTCTAC
TGTGACAAGG ATARRGGACA AARGTCATCCA TCCCTICAGC TGAAGAAGGA
GAARCTGRTG AAGCTOGCTG CCTAAAAGGA ATCAGCACGC CGGCCCTTCA
TCTTTTATAG GGCTCAGGTG GGCTCCTGGA ACATGCTAGA GTCGGOGRGCT
CACCCCGGAYT: GGTTCATCTG CACCTICCTGC AATTGTAATG AGCCTIGTTIOG
GGTGACAGAT AAATTTGRGA ACAGGAAALA CATTGAATIT TCATTICAAC
CAGTTTGCAA AGCTGARRTG AGCCCOCAGTG AGGTCAGCGA TTAG (SEQ ID NO:§)

Nombre: TDZ.3 (no abarcada en la invencién)

b ¥

Sl
101
151

. 202
251
01
is1
401
45)

Las secuencias de aminodcidos de los polipéptidos codificados por la secuencia de nucle6tidos descrita en esta

ATGTCCTTIG TGGGGGAGARA CICAGGAGTG AAAATGGECT CTGAGGACTG
GGAARAAGRT GARCCCCAGT GCTGCTTAGA AGAGATCTIC TTIGCATTAG
CCTCATCCTIT GAGCTCAGCC TCTGOGGAGA AAGGAAGTCC GATTCTCCOTG
GGGEATCTCTR ARGGGGRGTT TIGTCTCTAC TGTGACANGG ATAAAGGACA
AAGTCATCCA TCCCITCAGC TGAAGAAGGA GAARCTGATG ARGCTOGCTA
COCARARGGA ATCAGCACGC CGGCCCTICA TCTTTTATAG GGCTCAGGTG
GGCTCCTGAA ACATGCTIGA GTCGGOGGCT CACCCCOGEAT GGTTCATCTS
CACCTCCTGC ARTTGTAATG AGCCTGTTGG GGTGACAGAT AAATTTGAGR
ACAGGRAAACA CATTGAATTT TCATTTCAAC CAGTTTGCAA AGCTGAAATG
AGCCCCAGTG AGGTCAGUGA TTAG (SEQ ID NO:7)

memoria incluyen:

Nombre: IL-1 zeta (polipéptido) (no abarcada en la invencién)

1

S1
101

18] .

NSQCDRRETE TKGKHSFKXR LRGPKVENLN PKKFSIRDOD HKVLVLOSGN

LIAVEDINYI RPEIFFALAS SLSSASABKG SPILLGVSKG EFCLYCDXDK
GQSHPSIQLK KEKLNKLAAO KESARRPFIF YRAQVGSWNM LESAAHPGWF

ICTSCHCUBPY VGVTDEFENR KHIEFSFQPV CKAEMSPSEV SD* (SEQ ID ®X0:3)
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Nombre: Xrec2 (polipéptido)

21
101
152
201
251
301
351
401
451
501
5851
601
651

MKAPIVHLLIL LYATFTQSLX VVTKRGSADG CIDWSIDIKK YQVLVGEPVR
IKCALFYGYI RTHYSLAQSA GLSLMWYKSS GPGDFEEPIA FDGSRMSKEE
DSINFRPTLL QDSGLYACVI RNSTYCHMEVS ISLTVGERDT GLCYRSKMKY
FEXAELSKSK EISCRDIEDF LLPTREPEXL WYKECRTKTW RPSIVFERDT
LLIREVREDD IGHYTCELXY GGFVVERRTTRE LIVITAPLTDK PPELLYPMES
KLTIQETOLG DSANLTCRAP FGYSGOVSPL IYWMKGERFI EDLDENRVRE
SDIRILKEHL GEQBEVSISLI VDSVEBGDLG NYBCYVERGN GRRHASVILE
KRELMYTVEL AGGLGAILLL LVCLVTIYRC YKIEIMLFYR NHFGAEBRLDG
ONKDYDAYLS YTEVOPDQWM QETGBEERFA LEILPDNLEX HYGYXIFIPD
BEDLIPTGTYI EDVARCVDQS KRLITIVMTPN YVVRRGHSIF ELETRLRNMI,
VIGEIKVILI ECSELRGIMN YQBEVEALXHT IXLLIVIIWH GPKCNKLNSX
FWERLQYEMP? FKRIEPITHE QALDVSEQGP FGELQTVSAI SMAAATSTAL
ATAHPOLRST FANTYHSOMR QKHYYREYEY DVPPTIGTLPL TSIGNQHTYC
NIPMTLINGQ RPOTKSSREQ NPDEAHTHNSA ILPLLPRETS ISSVIW® (E€2Q ID
HO34}

Nombre: TDZ.1 (polipéptido) (no abarcada en la invencién)

1
51
101
151
201

MSFVGENSGV KMGSEDWEFD BPQCCLEDPA VSPLEPGPSL PTMHFVHTSP
KVKHLNPKKF STIHDQDHKVL VILDSGNLIAV PDRNYIRPEI FPALASSLSS
ASAEXGSPIL LGVSKGEFCL YCDKDKGOSH PSLQLEKEKYL, MKLAAQKESA
RRPFIFYRAQ VGSWNNLESA AMPGWFICTS CHNCREPVGVT DKFERRKHIE
FSFQPVCKAE MSPSEVSD* (SEQ ID NO:8)

Nombre: TDZ.2 (polipéptido) (no abarcada en la invencion)

S1
101
151

NSFVGENSGV KMGSEDWEKD EPQCCLEBGPK VKRLNPKEFS IHDQDHEKVLV
LDSGNLIAVP DXNYIRPREIF PALASSLSSA SAEKGSPILL GVESKGEFCLY
COKDRGQSHP SIQLXXEKIM KLAAQKESAR RPFIFYRAQV GSWNMLESAA
HPGUFICTSC NCREPVGVTD KFENRXHIEP SFOPVCKAEM SPSEVSD* (SEQ ID
BO:9)

Nombre: TDZ.3 (polipéptido) (no abarcada en la invencién)

52
102
151

MSFVGENECY XMGSEDWEXD EPQCCLEXIF FALASSLSSA SAEKGSPILL
GVSKGEFCLY CDEDKGQSBP SLOLEXKEKEN KLAAQKESAR RPFIFYRAQV
GSWINLESRA HPGWPICTSC NCHEPVGVTID KFENRKHIEF SFQPVCKARM
SPSEVED: (88Q ID NO:10)
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El descubrimiento de la IL-1 zeta, las variantes de corte y empalme de IL-1 zeta (TDZ.1, TDZ.2, y TDZ.3) y
los 4cidos nucleicos de Xrec2 permite la construccion de vectores de expresion que comprenden secuencias de 4ci-
do nucleico que codifican los polipéptidos respectivos y células hospedadoras transfectadas o transformadas con los
vectores de expresion. Se hace posible también el aislamiento y la purificacién de IL-1 zeta biol6gicamente activa,
las variantes de corte y empalme de IL-1 zeta, y los polipéptidos Xrec2 y fragmentos de los mismos. Los 4cidos nu-
cleicos u oligonucledtidos de los mismos pueden utilizarse como sondas para identificar dcido nucleico codificante de
proteinas que tienen actividades asociadas. Asi, pueden utilizarse IL-1 zeta y las variantes de corte y empalme de IL-
1 zeta para identificar actividades asociadas con ligandos de la familia IL-1, y puede utilizarse Xrec2 para identificar
actividades asociadas con receptores de la familia IL-1. Adicionalmente, los dcidos nucleicos u oligonucleétidos de
los mismos de IL-1 zeta TDZ.1, TDZ.2, y TDZ.3 pueden utilizarse para identificar el cromosoma 2 humano, mientras
que los de Xrec2 pueden utilizarse para identificar el cromosoma X humano. Andlogamente, estos 4cidos nucleicos u
oligonucleétidos de los mismos pueden utilizarse para mapear genes en los cromosomas humanos 2 y X, respectiva-
mente, y para identificar genes asociados con ciertas enfermedades, sindromes u otras afecciones humanas asociadas
con los cromosomas humanos 2 y X. Asi, los dcidos nucleicos u oligonucleétidos de los mismos de IL-1 zeta, TDZ.1,
TDZ.2, y TDZ. 3 pueden utilizarse para identificar glaucoma, displasia ectodérmica, diabetes mellitus dependiente
de insulina, sindrome de piel arrugada, leucemia/linfoma de las células T, y distrofia muscular tibial, mientras que
los 4cidos nucleicos u oligonucledtidos de los mismos de Xrec2 pueden utilizarse para identificar retinosquisis, li-
sencefalia, heteropia laminar subcortical, retardo mental, sindrome de Cowchock, sindrome de Bazex, hipertricosis,
sindrome linfoproliferativo, inmunodeficiencia, displasia mesomélica de Langer, y leucemia. Finalmente, los oligonu-
cle6tidos monocatenarios sentido o antisentido de estos dcidos nucleicos pueden utilizarse para inhibir la expresion de
polinucleétidos codificados por los genes de IL-1 zeta y Xrec2, respectivamente.

Adicionalmente, los polipéptidos IL-1 zeta, TDZ.1, TDZ.2, TDZ.3 y Xrec2 y fragmentos solubles de los mismos
pueden utilizarse para activar y/o inhibir la activacion de células endoteliales vasculares y linfocitos, inducir y/o inhibir
la induccién de la destruccidén de tejido local y fiebre (Janeway et al., 1996), inhibir y/o estimular los macréfagos y
las células endoteliales vasculares para producir IL-6, inducir y/o inhibir la induccién de prostaglandinas, sintetasa de
oxido nitrico, y metaloproteinasas, y regular en sentido creciente y/o inhibir la regulacion creciente de moléculas en la
superficie de las células endoteliales vasculares. Ademds, estos polipéptidos y péptidos fragmentados pueden utilizarse
también para inducir y/o inhibir la induccién de mediadores inflamatorios tales como los factores de transcripcién LF-
kB y AP-1, las quinasas MAP JNK y p38, COX-2, INOS, y la totalidad de las actividades estimuladas por estas
moléculas.

Adicionalmente, estos polipéptidos y péptidos fragmentados pueden utilizarse como controles para fragmentacién
de péptidos. Finalmente, estos polipéptidos y fragmentos de los mismos pueden utilizarse para generar anticuerpos,
los cuales pueden utilizarse para purificar los polipéptidos IL-1 zeta y Xrec2.

Moléculas de dcido nucleico

En una realizacién particular, la invencién se refiere a ciertas secuencias de nucleétidos aisladas que estdn exentas
de material contaminante endégeno. Una “secuencia de nucledtidos” hace referencia a una molécula de polinucleétido
en la forma de un fragmento separado o como componente de una construcciéon de dcido nucleico de mayor tamaiio.
La molécula de 4cido nucleico se ha derivado de DNA o RNA aislado al menos una vez en forma sustancialmente pura
y en una cantidad o concentracién que permita la identificacién, manipulacién, y recuperacién de sus secuencias de
nucledtidos componentes por métodos bioquimicos estandar (tales como los resefiados en Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2* edicién, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989). Tales
secuencias se proporcionan y/o construyen preferiblemente en la forma de un marco de lectura abierto no interrum-
pido por secuencias internas no traducidas, o intrones, que estdn presentes tipicamente en los genes eucariotas. Las
secuencias de DNA no traducido pueden estar presentes en posicidon 5’ o 3’ respecto a un marco de lectura abierto,
donde las mismas no interfieren con la manipulacién o expresion de la region codificante.

Las moléculas de 4cido nucleico de la invencién incluyen DNA en forma tanto monocatenaria como bicatenaria, asi
como el complemento de RNA del mismo. El DNA incluye, por ejemplo, cDNA, DNA genémico, DNA sintetizado
quimicamente, DNA amplificado por PCR, y combinaciones de los mismos. El DNA genémico puede aislarse por
técnicas convencionales, v.g., utilizando como sonda el cDNA de SEQ ID NO: 2 o un fragmento adecuado del mismo.

Las moléculas de DNA de la invencién incluyen genes de longitud total asi como polinucleétidos y fragmentos
de los mismos. El gen de longitud total puede incluir el péptido sefial N-terminal. Otras realizaciones incluyen DNA
codificante de una forma soluble, v.g., codificante del dominio extracelular de la proteina, con o sin el péptido sefal.

Los 4cidos nucleicos de la invencion se derivan preferiblemente de secuencias humanas, pero la invencién incluye
también los derivados de especies no humanas.

Secuencias Preferidas

Las moléculas de acido nucleico particularmente preferidas de la invencién son las que se muestran en SEQ ID
NO: 2 para Xrec2. Clones de cDNA que tenian la secuencia de 4cido nucleico de SEQ ID NOs: 1 y 2 se aislaron como
se describe en el Ejemplo 1. Las secuencias de los aminoécidos de IL-1 zeta y Xrec2 codificadas por los DNAs de SEQ
ID NOs: 1y 2 se muestran en SEQ ID NOs: 3 y 4, respectivamente. Clones de cDNA que tenian la secuencia de acido
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nucleico de SEQ ID NOs: 5, 6 y 7 se aislaron como se describe en el Ejemplo 8. Las secuencias de los aminodcidos
de TDZ.1, TDZ.2, y TDZ.3 codificadas por los DNAs de SEQ ID NOs: 5, 6 y 7 se muestran en SEQ ID NOs: 8,9,y
10, respectivamente.

SEQ ID NOs: 1-4 identifican la IL-1 zeta de SEQ ID NO: 3 como un miembro de la familia IL-1 y el Xrec2 de
SEQ ID No: 4 como un miembro de la familia de receptores de IL-1. Las homologias en las cuales se basa esto se
indican en la Tabla I.

TABLA I

Proteina Procedencia Porcentaje de identidad respecto a IL-1 zeta
IL-1 aifa Humana 21%
IL-1 beta Humana 24%
IL-1 delta Humana 34%
IL-18 Humana 21%
IL-1ra Humana 29%

Proteina Procedencia Porcentaje de identidad respecto a Xrec2
TIGIRR (miembro de la famiiia IL-1R) Humana 63%
TIGIRR (miembro de la familia IL-1R) Murina 61%
SIGIRR Humana 22%
IL-1R-AcP Humana 35%
IL-1R-AcPL Humana 26%
IL-1R Humana 29%
RP1 Humana 31%
RP2 Humana 28%
ST2 Humana 26%

Las variantes de corte y empalme de IL-1 zeta se descubrieron en un tramo de secuencia de DNA gendmico
(X22304.gbn). Esta secuencia gendmica contiene también los diferentes exones de IL-1 zeta y otra variante de corte
y empalme conocida como Tango-77 (WO 99/06426). La comparacién de las secuencias de cDNA de las IL-1 ze-
ta, TDZ.1, TDZ.2, TDZ.3 y Tanto-77 clonadas con la secuencia genémica proporciona informacién en cuanto a la
generacion de los sucesos de corte y empalme. La Figura 1 muestra la estructura genémica del locus de IL-1 zeta
y los cDNAs generados por corte y empalme alternativos. Los recuadros numerados indican los exones individua-
les 1-6 y el tamafio aproximado de los intrones interpuestos se indica en la parte superior. El asterisco (*) indica la
presencia de un codén de parada, en el extremo de la secuencia codificante (exén 6) o como un codén de parada en
marco (ex6n 3). “M” indica una metionina de iniciacién potencial originada por el ex6n 1 o el ex6n 3. Tango-77 es
la estructura de cDNA descrita en WO 99/06426. Una caracteristica importante de IL-1 zeta y sus variantes de corte
y empalme es la presencia o la ausencia del exén 4. El exén 4 estd presente en IL-1 zeta, TDZ1 y TDZ.2, pero no
en Tango-77 o TDZ.3. La secuencia de aminodcidos codificada por el ex6n 4 se alinea bien con las secuencias de
aminodcidos de otros miembros de la familia IL-1 en el pequefio niimero de las primeras cadenas beta de los pép-
tidos maduros. En contraste, las secuencias de aminoacidos codificadas por los exones 1 y 2 de Tango-77 y el exén
1 de los cDNAs de TDZ.3, que reemplazan mds bien que complementan el exén 4 de IL-1 zeta, TDZ.1 y TDZ.2,
no se alinean bien con otros miembros de la familia IL-1 en esta misma regién. IL-1 zeta, Tango-77, TDZ.1, TDZ.2
y TDZ.3 se alinean bien todas ellas con las secuencias de amino4cidos de otros miembros de la familia IL-1 en los
2/3 del terminal C del péptido maduro (la regién codificada por los exones 5 y 6 que son comunes a todas estas
isoformas de corte y empalme). Asi pues, los “péptidos maduros” codificados por los DNAs de IL-1 zeta, TDZ.1 y
TDZ.2 representan probablemente moléculas funcionales afines a IL-1. Esto contrasta con los polipéptidos codifica-
dos por los DNAs de Tango-77 o TDZ.3 que tienen menor probabilidad de representar una molécula funcional afin a
IL-1.
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Es probable que la totalidad de las isoformas de corte y empalme, excepto TDZ.3, codifiquen proformas de una
citoquina afin a IL-1, dado que en la direccion N-terminal los cDNAs se extienden mds alld del término N de las IL-1s
maduras. Esta observacién predice que IL-1 zeta, TDZ.1 y TDZ.2 codifican el mismo péptido maduro. En conexién
con esta observacion se encuentran la prodominios (asi como las UTRs 5’) que difieren entre IL-1 zeta, TDZ.1 y
TDZ.2.

La Tabla III, que detalla la distribucién tisular de IL-1 zeta, TDZ.1, TDZ.2, TDZ.3 y Tango-77, muestra que la
expresion de Tango-77 estd mds extendida que la de IL-1 zeta. La Tabla III muestra también que la expresién de
TDZ.1 es comparable, y se superpone practicamente por completo, con la de Tango-77. Los datos de distribucién
tisular combinados con la informacién de alineacién de la Figura 1 muestran que TDZ.1 es el tinico miembro de las
variantes de corte y empalme que se alinea bien con otros miembros de la familia IL-1, y estd muy extendida en su
expresion. Estas observaciones sugieren que TDZ.1 puede ser la mas importante de las variantes de corte y empalme
en términos de relevancia para las respuestas bioldgicas.

Secuencias Adicionales

Debido a la conocida degeneracién del codigo genético, en donde mds de un codén puede codificar el mismo ami-
nodcido, una secuencia de DNA puede variar respecto a la que se muestra en SEQ ID NOs: 1, 2, 5, 6, y 7 codificar sin
embargo un polipéptido que tenga la misma secuencia de aminodcidos de SEQ ID NOs: 3, 4, 8, 9 y 10, respectivamen-
te. Dichas secuencias de DNA variantes pueden ser resultado de mutaciones accidentales (v.g., que ocurren durante la
amplificacion por PCR), o pueden ser el producto de mutagénesis deliberada de una secuencia nativa.

La invencion proporciona secuencias aisladas de DNA que codifican polipéptidos de la invencién, seleccionadas
de: (a) DNA que comprende las secuencias de nucleétidos de SEQ ID NO: 2; (b) DNA que codifica los polipéptidos de
SEQ ID NO: 4; (c) DNA susceptible de hibridacién a un DNA de (a) o (b) en condiciones de severidad moderada y que
codifica los polipéptidos de la invencién; (d) DNA susceptible de hibridacién a un DNA de (a) o (b) en condiciones
de severidad alta y que codifica los polipéptidos de la invencién, y (e) DNA que estd degenerado, como resultado del
codigo genético, a un DNA definido en (a), (b), (c) o (d) y que codifica los polipéptidos de la invencion. Por supuesto,
los polipéptidos codificados por dichas secuencias de DNA estdn abarcados por la invencion.

Como se utiliza en esta memoria, las condiciones de severidad moderada pueden ser determinadas facilmente por
aquellas personas que poseen una experiencia ordinaria en la técnica basdndose, por ejemplo, en la longitud del DNA.
Las condiciones basicas se indican en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2* edicion, vol. 1,
pp- 1101-104, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, e incluyen el uso de una solucién de prelavado para los
filtros de nitrocelulosa 5X SSC, 0,5% SDS, EDTA 1,0 mM (pH 8,0), condiciones de hibridacién de aproximadamente
50% de formamida, 6X SSC a aproximadamente 42°C (u otra solucién de hibridacién similar, tal como solucién de
Stark, en aproximadamente 50% formamida a aproximadamente 42°C), y condiciones de lavado de aproximadamente
60°C, 0,5X SSC, 0,1% SDS. Condiciones de severidad alta pueden ser determinadas también facilmente por los profe-
sionales expertos basdndose, por ejemplo, en la longitud del DNA. Generalmente, tales condiciones se definen como
condiciones de hibridacién como se ha indicado arriba, y con lavado a aproximadamente 68°C, 0,2X SSC, 0,1% SDS.
El técnico experto reconocerd que la temperatura y la concentracion de sales de la solucién de lavado pueden ajustarse
segun sea necesario de acuerdo con factores tales como la longitud de la sonda.

Se incluye también como una realizacién de la invencién DNA que codifica fragmentos de polipéptidos y polipépti-
dos que comprenden uno o més sitios desactivados de N-glicosilacién, uno o mas sitios desactivados de procesamiento
de proteasas, o una o mds sustituciones conservadoras de aminoacidos, como se describe mas adelante.

En otra realizacion, las moléculas de dcido nucleico de la invencién pueden comprender secuencias de nucleétidos
que son idénticas al menos en un 80% a una secuencia nativa.

Se contemplan también realizaciones en las cuales una molécula de dcido nucleico comprende una secuencia que
es idéntica al menos en un 90%, idéntica al menos en un 95%, idéntica al menos en un 98%, idéntica al menos en un
99%, o idéntica al menos en un 99,9% a una secuencia nativa.

El porcentaje de identidad puede ser determinado por inspeccidn visual y calculo matematico. Alternativamente,
el porcentaje de identidad de dos secuencias de dcido nucleico puede determinarse por comparacién de la informacién
de secuencias utilizando el programa de ordenador GAP, versién 6.0, descrito por Devereux et al., Nucl. Acids. Res.
12: 387, 1984, y disponible del Grupo de Ordenadores de Genética de la Universidad de Wisconsin (UWGCG). Los
pardmetros por defecto preferidos para el programa GAP incluyen: (1) una matriz de comparacién monaria (que con-
tiene un valor de 1 para identidades y O para no-identidades) para nucledtidos, y la matriz de comparacién ponderada
de Gribskov y Burgess, Nucl. Acids. Res. 14: 6745, 1986, como ha sido descrito por Schwartz y Dayhoff, eds., Atlas of
Protein Sequence and Structure, pp. 353-358, National Biomedical Research Foundation, 1979; (2) una penalidad de
3.0 para cada laguna y una penalidad adicional de 0,10 para cada simbolo en cada laguna; y (3) ausencia de penalidad
para las lagunas de los extremos. También pueden utilizarse otros programas utilizados por un experto en la técnica de
comparacion de secuencias.

La invencién proporciona 4cidos nucleicos aislados ttiles en la produccidon de polipéptidos. Tales polipéptidos
pueden prepararse por cualquiera de varias técnicas convencionales. Una secuencia de DNA que codifica un polipép-
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tido de la invencién, o un fragmento deseado del mismo puede subclonarse en un vector de expresion para produccién
del polipéptido o fragmento. La secuencia de DNA se fusiona ventajosamente a una secuencia que codifica un lector
o péptido sefial adecuado. Alternativamente, el fragmento deseado puede sintetizarse quimicamente utilizando téc-
nicas conocidas. Pueden producirse también fragmentos de DNA por digestion con endonucleasas de restriccion de
una secuencia de DNA clonada de longitud total, y aislarse por electroforesis en geles de agarosa. En caso necesario,
oligonucleétidos que reconstruyen el término 5° o 3’ hasta un punto deseado pueden ligarse a un fragmento de DNA
generado por digestion con enzimas de restriccion. Tales oligonucledtidos pueden contener adicionalmente un sitio de
escision por endonucleasas de restriccion aguas arriba de la secuencia codificante deseada, y posicionar un codén de
iniciacién (ATG) en el término N de la secuencia codificante.

El procedimiento bien conocido de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) puede emplearse también para
aislar y amplificar una secuencia de DNA que codifica un fragmento de proteina deseado. Oligonucleé6tidos que definen
los términos deseados del fragmento de DNA se emplean como iniciadores 5’ y 3’. Los oligonucledtidos pueden
contener adicionalmente sitios de reconocimiento para endonucleasas de restriccion, a fin de facilitar la insercién del
fragmento de DNA amplificado en un vector de expresién. Técnicas PCR como se describen en Saiki et al., Science,
239.487, 1988; Wu et al., compiladores, Recombinant DNA Methodology, pp. 1189-196, Academic Press, Inc., San
Diego, 1989; e Innis et al., eds., PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Academic Press, Inc., 1990.

Polipéptidos y fragmentos de los mismos

La invencién abarca polipéptidos y fragmentos de los mismos en diversas formas, que incluyen aquéllos que
existen naturalmente o que se producen por diversas técnicas tales como procedimientos que implican tecnologia de
DNA recombinante. Dichas formas incluyen, pero sin caricter limitante, derivados, variantes, y oligdmeros, asi como
proteinas de fusioén o fragmentos de las mismas.

Los polipéptidos de la invencién incluyen proteinas de longitud total codificadas por las secuencias de acido nu-
cleico de la invencion. Polipéptidos particularmente preferidos de Xrec2 comprenden la secuencia de aminodcidos de
SEQ ID No: 10. Para IL-1 zeta, TDZ.1, TDZ.2 y TDZ.3 el término N no codifica un péptido sefial cldsico, pero la
longitud suplementaria con relacién a la forma madura de otros miembros de la familia IL-1 sugiere que el término
N puede actuar como prodominio. Un sitio de escisién predicho es el punto en que comienza la porcién estructural
conservada de la proteina. Datos de modelizacidn estructural respaldan esta hipétesis. Para IL-1 zeta, TDZ.1 y TDZ.2,
el sitio estd en algin lugar préximo al extremo N-terminal de la secuencia de aminodcidos codificada por el exén 4.
Asi, el polipéptido de IL-1 zeta, como se expone en SEQ ID NO: 3, incluye un prodominio supuesto que se extiende
desde los aminodcidos 1 a x, donde x es un nimero entero de 20 a 50. Andlogamente, TDZ.1 de SEQ ID NO: 8 incluye
un prodominio supuesto que se extiende desde los aminodcidos 1 a x’, donde x’ es un nimero entero de 40 a 60 y muy
preferiblemente x’ es aproximadamente 52. TDZ.2 de SEQ ID NO: 9 incluye un prodominio supuesto que se extiende
desde los aminodcidos 1 a x”, donde x” es un nimero entero de 20 a 40 y muy preferiblemente X" es 31.

Al contrario que IL-1 zeta y sus variantes de corte y empalme, el polipéptido de Xrec 2, como se indica en SEQ
ID NO: 4, incluye una regién hidréfoba N-terminal que funciona como un péptido sefial, seguida por un dominio
extracelular que comprende los aminoécidos 19 a 359, una regién transmembranal que comprende los aminodcidos
360 a 378, y un dominio citopldsmico C-terminal que comprende los aminodcidos 379 a 696. El andlisis por ordenador
predice que el péptido sefial corresponde a los residuos 1 a 19 de SEQ ID NO: 4 (aunque los sitios préximos mas
probables de escision del péptido sefal predichos por ordenador, en orden descendente, se encuentran después de los
aminodcidos 20 y 16 de SEQ ID NO: 4). La escision del péptido sefial producirfa por tanto una proteina madura que
comprende los aminodcidos 19 a 696 de SEQ ID NO: 4.

El técnico experto reconocerd que los limites arriba descritos de tales regiones del polipéptido son aproximados.
Como ilustracién, los limites de la region transmembranal (que pueden predecirse utilizando programas de ordenador
disponibles para dicho propésito) pueden diferir de los arriba descritos.

Los polipéptidos de la invencién pueden estar fijados a la membrana o pueden secretarse y, por consiguiente, ser
solubles. Los polipéptidos solubles son susceptibles de ser secretados por las células en las que se expresan. En general,
los polipéptidos solubles pueden identificarse (y distinguirse de sus contrapartidas insolubles fijadas a la membrana)
por separacion de células intactas que expresan el polipéptido deseado del medio de cultivo, v.g., por centrifugacion,
y ensayo del medio (sobrenadante) en cuanto a la presencia del polipéptido deseado. La presencia del polipéptido en
el medio indica que el polipéptido fue secretado por las células y por tanto es una forma soluble de la proteina.

En una realizacion, los polipéptidos solubles y fragmentos de los mismos comprenden la totalidad o parte del
dominio extracelular, pero carecen de la regién transmembranal que podria causar la retencién del polipéptido en una
membrana celular. Un polipéptido soluble puede incluir el dominio citopldsmico, o una porcién del mismo, con tal
que el polipéptido sea secretado por la célula en la que se produce.

En general, el uso de formas solubles es ventajoso para ciertas aplicaciones. La purificacién de los polipéptidos
respecto a las células hospedadoras recombinantes se ve facilitada, dado que los polipéptidos solubles son secreta-
dos por las células. Adicionalmente, los polipéptidos solubles son generalmente mds adecuados para administracién
intravenosa.
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La invencién proporciona también polipéptidos y fragmentos del dominio extracelular que retienen una actividad
biolégica deseada. Realizaciones particulares estdn dirigidas a fragmentos polipeptidicos de SEQ ID NO: 10 que
retienen la capacidad para fijar los cognados nativos, sustratos o contraestructura (“pareja de fijacién”). Un fragmento
de este tipo puede ser un polipéptido soluble, como se ha descrito arriba. En otra realizacidn, los polipéptidos y
fragmentos incluyen ventajosamente regiones que se conservan en la familia de receptores de IL-1 como se ha descrito
arriba.

Los fragmentos polipeptidicos pueden comprender al menos 20, o al menos 30, aminoacidos contiguos de las
secuencias de SEQ ID NOs: 3, 4, 8,9, y 10. Fragmentos derivados del dominio citopldsmico de Xrec 2 de SEQ ID NO:
4 encuentran utilidad en estudios de transduccién de sefiales, y en la regulacidn de procesos celulares asociados con la
transduccion de sefales bioldgicas. Los fragmentos polipeptidicos pueden emplearse también como inmundgenos, en
la generacién de anticuerpos.

Variantes

En esta memoria se proporcionan variantes existentes naturalmente asi como variantes derivadas de los polipépti-
dos y fragmentos.

Las variantes pueden exhibir secuencias de aminodcidos que son idénticas al menos en un 80%. Se contemplan
también realizaciones en las cuales un polipéptido o fragmento comprende una secuencia de aminodcidos que es
idéntica al menos en un 90%, idéntica al menos en un 95%, idéntica al menos en un 98%, idéntica al menos en un
99%, o idéntica al menos en un 99,9% al polipéptido preferido o fragmento del mismo. El porcentaje de identidad
puede determinarse por inspeccién visual y calculo matematico. Alternativamente, el porcentaje de identidad de dos
secuencias de proteina puede determinarse comparando la informacién de secuencia con utilizacién del programa de
ordenador GAP, basado en el algoritmo de Needleman y Wunsch (J.Mol. Bio. 48: 443, 1970) y disponible del Grupo
de Ordenadores de Genética de la Universidad de Wisconsin (UWGCG). Los pardmetros por defecto preferidos para
el programa GAP incluyen: (1) una matriz de registro, blosum62, como ha sido descrita por Henikoff et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 89: 10915, 1992; (2) un gravamen por laguna de 12; (3) un gravamen por longitud de laguna
de 4; y (4) sin penalidad por lagunas en los extremos. Pueden utilizarse también otros programas de comparacién de
secuencias utilizados por un experto en la técnica.

Las variantes de la invencién incluyen, por ejemplo, aquéllas que resultan de sucesos alternativos de corte y em-
palme de mRNA o de escisién proteolitica. El corte y empalme alternativo de mRNA puede producir, por ejemplo,
una proteina truncada pero bioldgicamente activa, tal como una forma soluble de la proteina existente naturalmente.
Variaciones atribuibles a protedlisis incluyen, por ejemplo, diferencias en los términos N o C después de la expresion
en tipos diferentes de células hospedadoras, debidas a la eliminacién proteolitica de uno o mas aminoécidos terminales
de la proteina (generalmente de 1 a 5 aminodcidos terminales). Se contemplan también en esta memoria proteinas en
las cuales las diferencias de secuencia de aminodcidos son atribuibles a polimorfismo genético (variacién alélica entre
los individuos que producen la proteina).

Variantes adicionales dentro del alcance de la invencion incluyen polipéptidos que pueden modificarse para crear
derivados de los mismos por formacién de conjugados covalentes o agregativos con otros restos quimicos, tales como
grupos glicosilo, lipidos, fosfato, grupos acetilo y andlogos. Derivados covalentes pueden prepararse por enlace de los
restos quimicos a grupos funcionales en las cadenas laterales de los aminoécidos o en el término N o el término C
de un polipéptido. Se contemplan en esta memoria conjugados que comprenden agentes diagndsticos (detectables) o
terapéuticos unidos a ellos, como se expone con mayor detalle més adelante.

Otros derivados incluyen conjugados covalentes o agregativos de los polipéptidos con otras proteinas o polipépti-
dos, por ejemplo por sintesis en cultivo recombinante como fusiones en el terminal N o el terminal C. Ejemplos de
proteinas de fusidn se exponen mds adelante en conexidn con los oligémeros. Adicionalmente, las proteinas de fu-
sién pueden comprender péptidos afiadidos para facilitar la purificacion e identificacion. Tales péptidos incluyen, por
ejemplo, poli-His o los péptidos de identificacién de antigenos descritos en la Patente U.S. No. 5.011.912 y en Hopp
et al., Bio/Technology, 6: 1204-1988. Un péptido de este tipo es el péptido FLAG®, Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-
Lys (SEQ ID NO: 11), que es altamente antigénico y proporciona un epitope unido reversiblemente por un anticuerpo
monoclonal especifico, permitiendo el ensayo rapido y la purificacién facil de una proteina expresada recombinante.
Un hibridoma murino designado 4E11 produce un anticuerpo monoclonal que fija el péptido FLAG® en presencia de
ciertos cationes de metales divalentes, como se describe en la Patente U.S. 5.011.912. La linea de células de hibridoma
4E11 ha sido depositada con la Colecciéon Americana de Cultivos Tipo bajo el niimero de acceso HB 9259. Anticuer-
pos monoclonales que fijan el péptido FLAG® estén disponibles de Eastman, Kodak Co., Scientific Imaging Systems
Division, New Haven, Connecticut.

Entre los polipéptidos variantes proporcionados en esta invencidn se encuentran variantes de polipéptidos nativos
que retienen la actividad bioldgica nativa o el equivalente sustancial de la misma. Un ejemplo es una variante que se
fija esencialmente con la misma afinidad de fijacién que lo hace la forma nativa. La afinidad de fijacién puede medirse
por procedimientos convencionales, v.g., como se describe en la Patente U.S. No. 5.512.457 y como se expone mas
adelante.
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Las variantes incluyen polipéptidos que son sustancialmente homdélogos a la forma nativa, pero que tienen una
secuencia de aminoacidos diferente de la de la forma nativa debido a una o mas deleciones, inserciones o sustituciones.
Realizaciones particulares incluyen, pero sin cardcter limitante, polipéptidos que comprenden de una a diez deleciones,
inserciones o sustituciones de residuos de aminodcidos, cuando se comparan con una secuencia nativa.

Un aminodcido dado puede reemplazarse, por ejemplo, por un residuo que tenga caracteristicas fisioquimicas simi-
lares. Ejemplos de tales sustituciones conservadoras incluyen la sustitucién de un residuo alifatico por otro, tal como
Ile, Val, Leu, o Ala uno por otro; sustituciones de un residuo polar por otro, tal como entre Lys y Arg, Glu y Asp,
0 GIn y Asn; o sustituciones de un residuo aromadtico por otro, tal como Phe, Trp, o Tyr uno por otro. Otras sustitu-
ciones conservadoras, v.g., que implican sustituciones de regiones enteras que tienen caracteristicas de hidrofobicidad
similares, son bien conocidas.

Andlogamente, los DNAs de la invencidn incluyen variantes que difieren de una secuencia de DNA nativa debido
a una o mas deleciones, inserciones o sustituciones, pero que codifican un polipéptido biolégicamente activo.

La invencién incluye adicionalmente polipéptidos de la invencidn con o sin glicosilacién asociada del patrén na-
tivo. Los polipéptidos expresados en levadura o sistemas de expresion de mamifero (v.g., células COS-1 o COS-
7) pueden ser similares a o significativamente diferentes de un polipéptido nativo en peso molecular y patrén de
glicosilacion, dependiendo de la eleccién del sistema de expresion. La expresion de los polipéptidos de la inven-
cion en sistemas de expresion bacterianos, tales como E. coli, proporciona moléculas no glicosiladas. Adicionalmen-
te, una preparacion dada puede incluir especies miltiples de la proteina glicosiladas diferencialmente. Los grupos
glicosilo pueden eliminarse por métodos convencionales, en particular los que utilizan glicopeptidasa. En general,
los polipéptidos glicosilados de la invencién pueden incubarse con un exceso molar de glicopeptidasa (Boehringer
Mannheim).

Correspondientemente, estdn abarcadas por la invencién construcciones similares de DNA que codifican diversas
adiciones o sustituciones de residuos o secuencias de aminoécidos, o deleciones de residuos o secuencias terminales
o internas. Por ejemplo, los sitios de glicosilacién en N en el dominio extracelular del polipéptido pueden modificarse
para excluir glicosilacién, permitiendo la expresion de un carbohidrato reducido andlogo en sistemas de expresion de
mamiferos y levaduras. Los sitios de glicosilacién en N en polipéptidos eucariotas se caracterizan por un triplete de
amino-acidos Asn-X-Y, en donde X es cualquier aminodcido excepto Pro, e Y es Ser o Thr. Sustituciones, adiciones,
o deleciones apropiadas a la secuencia de nucledtidos que codifica estos tripletes dardn como resultado la prevencién
de la fijacién de residuos carbohidrato en la cadena lateral de Asn. La alteracién de un solo nucleétido, seleccionado
de tal modo que Asn se reemplaza por un aminodcido diferente, por ejemplo, es suficiente para desactivar un sitio de
glicosilacién en N. Alternativamente, Ser o Thr puede ser reemplazado por otro aminoécido, tal como Ala. Procedi-
mientos conocidos para desactivar sitios de glicosilacion en N en las proteinas incluyen los descritos en la Patente U.S.
5.071.972 y en EP 276.846.

En otro ejemplo de variantes, secuencias que codifican residuos Cys que no son esenciales para la actividad bio-
l6gica pueden alterarse para hacer que los residuos Cys se delecionen o sean reemplazados con otros aminoacidos,
previniendo la formacién de puentes disulfuro intramoleculares incorrectos después del plegado o la renaturalizacion.

Otras variantes se preparan por modificacion de residuos de aminodcidos dibasicos adyacentes, a fin de mejorar la
expresion en sistemas de levadura en los cuales estd presente la actividad de la proteasa KEX2. EP212.914 describe
el uso de mutagénesis orientada para desactivar los sitios de procesamiento de la proteasa KEX2 en una proteina.
Los sitios de procesamiento de la proteasa KEX2 se desactivan por delecién, adicién o sustitucién de residuos que
alteran los pares Arg-Arg, Arg-Lys, y Lys-Arg a fin de eliminar la existencia de estos residuos bdsicos adyacentes. Los
apareamientos Lys-Lys son considerablemente menos susceptibles a la escision por KEX2, y la conversién de Arg-
Lys o Lys-Arg en Lys-Lys representa un enfoque conservador y preferido para desactivar los sitios KEX2.

Oligomeros

La invencidn abarca oligémeros o proteinas de fusion que contienen los polipéptidos Xrec2. Cuando el polipéptido
de la invencién es una proteina de membrana tipo I, tal como Xrec2, la pareja de fusion estd enlazada al término C
de la proteina de membrana tipo I. Tales oligémeros pueden encontrarse en la forma de multimeros enlazados cova-
lentemente o enlazados no covalentemente, con inclusién de dimeros, trimeros, u oligdmeros superiores. Como se ha
indicado arriba, los polipéptidos preferidos son solubles y por tanto estos oligémeros pueden comprender polipéptidos
solubles. En un aspecto de la invencion, los oligdmeros mantienen la capacidad de fijacién de los componentes del
polipéptido y proporcionan por ello sitios de fijacion divalentes, trivalentes, etc.

Una realizacién de la invencidn estd dirigida a oligdmeros que comprenden polipéptidos multiples unidos por la
via de interacciones covalentes o no covalentes entre los restos peptidicos fusionados a los polipéptidos. Tales péptidos
pueden ser enlazados peptidicos (espaciadores), o péptidos que tienen la propiedad de promover oligomerizacién. Las
cremalleras de leucina y ciertos polipéptidos derivados de anticuerpos se encuentran entre los péptidos que pueden
promover oligomerizacién de los polipéptidos unidos a ellos, como se describe con mayor detalle mas adelante.
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Oligomeros Basados en Inmunoglobulina

Como una alternativa, se prepara un oligémero utilizando polipéptidos derivados de inmunoglobulinas. La pre-
paracidén de proteinas de fusién que comprenden ciertos polipéptidos heterdlogos fusionados a diversas porciones de
polipéptidos derivados de anticuerpos (con inclusién del dominio Fc) ha sido descrita, v.g., por Ashkenazi et al., PNAS
USA 88:10535, 1991; Byrn et al., Nature 344:677, 1990; y Hollenbaugh y Aruffo, “Construction of Immunoglobulin
Fusion Proteins”, en Current Protocols in Immunology, Suppl. 4, pp. 10.19.1-10.19.11, 1992.

Una realizacion de la presente invencion estd dirigida a un dimero que comprende dos proteinas de fusion creadas
por fusién de un polipéptido de la invencién a un polipéptido Fc derivado de un anticuerpo. Una fusién de genes
que codifica la proteina de fusién polipéptido/Fc se inserta en un vector de expresion apropiado. Las proteinas de
fusién polipéptido/Fc se expresan en células hospedadoras transformadas con el vector de expresién recombinante, y
pueden ensamblarse de modo muy similar a las moléculas de anticuerpos, con de lo cual se forman enlaces disulfuro
intercatenarios entre los restos Fc para producir moléculas bivalentes.

El término “polipéptido Fc”, como se utiliza en esta memoria, incluye formas nativas y formas de muteina de los
polipéptidos constituidos por la regién Fc de un anticuerpo que comprende cualquiera o la totalidad de los dominios
CH de la regién Fc. Se incluyen también formas truncadas de tales polipéptidos que contienen la regién bisagra que
promueve la dimerizacion. Polipéptidos preferidos comprenden un polipéptido Fc derivado de un anticuerpo humano
IgGl.

Un polipéptido Fc adecuado, descrito en la solicitud PCT WO 93/10151, es un polipéptido monocatenario que se
extiende desde la region bisagra del terminal N al término C nativo de la regién Fc de un anticuerpo humano IgG1.
Otro polipéptido Fc titil es la muteina Fc descrita en la Patente U.S. 5.457.035 y en Baum et al., EMBO J. 13: 3992-
4001, 1994. La secuencia de aminodcidos de esta muteina es idéntica a la de la secuencia Fc nativa presentada en WO
93/10151, excepto que el aminodcido 19 ha sido cambiado de Leu a Ala, el aminodcido 20 ha sido cambiado de Leu
a Glu, y el aminodcido 22 ha sido cambiado de Gly a Ala. La muteina exhibe afinidad reducida para los receptores de
Fe.

Las protefnas de fusién arriba descritas que comprenden restos Fc (y los oligémeros formados a partir de las
mismas) ofrecen la ventaja de purificacién facil por cromatografia de afinidad en columnas de Proteina A o Proteina
G.

En otras realizaciones, los polipéptidos de la invencién pueden emplearse en sustitucidn de la region variable de
una cadena pesada o ligera de anticuerpo. Si las proteinas de fusién estan formadas a la vez por cadenas pesada
y ligera de un anticuerpo, es posible formar un oligdmero con tantas regiones extracelulares polipeptidicas como
cuatro.

Oligomeros Basados en Enlazadores Peptidicos

Alternativamente, el oligdmero es una proteina de fusién que comprende polipéptidos multiples, con o sin enlaza-
dores peptidicos (péptidos espaciadores). Entre los enlazadores peptidicos adecuados se encuentran los descritos en las
Patentes U.S. 4.751.180 y 4.935.233. Una secuencia de DNA que codifica un enlazador peptidico deseado puede inser-
tarse entre, y en el mismo marco de lectura que, las secuencias de DNA de la invencién, utilizando cualquier técnica
convencional adecuada. Por ejemplo, un oligonucledtido sintetizado quimicamente que codifica el enlazador puede
ligarse entre las secuencias. En realizaciones particulares, una proteina de fusién comprende de 2 a 4 polipéptidos
solubles de la invencidn, separados por enlazadores peptidicos.

Cremalleras de leucina

Otro método para preparacion de los oligémeros de la invencién implica el uso de una cremallera de leucina.
Los dominios de cremallera de leucina son péptidos que promueven la oligomerizacién de las proteinas en las que
se encuentran. Las cremalleras de leucina fueron identificadas originalmente en varias proteinas de fijacién de DNA
(Landschulz et al., Science 240: 1759, 1988), y se han encontrado desde entonces en una diversidad de proteinas
diferentes. Entre las cremalleras de leucina conocidas se encuentran péptidos existentes naturalmente y derivados de
los mismos que se dimerizan o trimerizan.

El dominio de cremallera (al que se hace referencia también en esta memoria como un dominio oligomerizante,
o formador de oligémeros) comprende una repeticién de heptada repetitiva, a menudo con cuatro o cinco residuos
leucina intercalados con otros aminodcidos. Ejemplos de dominios de cremallera son los encontrados en el factor de
transcripcién de levadura GCN4 y una proteina termoestable de fijaciéon de DNA encontrada en el higado de rata
(C/EBP; Landschulz et al., Science, 243: 1681, 1989). Dos proteinas transformantes nucleares, fos y jun, exhiben
también dominios de cremallera, como lo hace el producto génico del proto-oncogén murino, c-myc (Landschulz et
al., Science, 240: 1759, 1988). Los productos de los oncogenes nucleares fos y jun comprenden dominios de cremallera
que forman preferentemente heterodimeros (O’Shea et al., Science, 245: 646, 1989; Turner et al., Science, 243: 1689,
1989). El dominio de cremallera es necesario para la actividad bioldgica (fijacién de DNA) en estas proteinas.
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Las proteinas fusogénicas de varios virus diferentes, que incluyen paramixovirus, coronavirus, el virus del saram-
pién y muchos retrovirus, poseen también dominios de cremallera (Buckland et al., Nature, 338:547,1989; Britton,
Nature, 353:394, 1991; Delwart y Mosialos, AIDS Research and Human Retroviruses, 6:703, 1990). Los dominios de
cremallera en estas proteinas virales fusogénicas se encuentran cerca de la region transmembranal de las proteinas; se
ha sugerido que los dominios de cremallera podrian contribuir a la estructura oligémera de las proteinas fusogénicas.
La oligomerizacion de proteinas fusogénicas virales estd implicada en la formacién de poros de fusién (Spruce et al.,
Proc. Natl. Acad.Sci. USA, 88: 3523, 1991). Se ha informado también recientemente que los dominios de cremallera
juegan un papel en la oligomerizacién de factores de transcripcion del choque térmico (Rabindran et al., Science, 259:
230, 1993).

Los dominios de cremallera se pliegan como espirales cortas paralelas enrolladas. (O’Shea et al., Science, 254: 539,
1991). La arquitectura general de la espiral paralela enrollada ha sido bien caracterizada, con un empaquetamiento del
tipo de “botones en ojales” como fue propuesto por Crick en 1953 (Crack, Acta Crystallogr. 6: 689, 1953). El dimero
formado por un dominio de cremallera es estabilizado por la repeticién de heptada, designada (abcdefg), de acuerdo
con la notacién de McLachlan y Stewart, J.Mol. Biol. 98: 293, 1975, en la cual los residuos a y d son generalmente
residuos hidréfobos, siendo d una leucina, que estdn alineados en la misma cara de una hélice. Residuos con carga
opuesta se encuentran comiinmente en las posiciones g y e. Asi, en una espiral enrollada paralela formada por dos
dominios cremallera helicoidales, los “botones” formados por las cadenas laterales hidréfobas de la primera hélice
estdn empaquetados en los “ojales” formados entre las cadenas laterales de la segunda hélice.

Los residuos en la posicién d (a menudo leucina) aportan grandes energias de estabilizacién hidréfobas, y son
importantes para la formacién de oligémeros (Krystek et al., Int. J. Peptide Res., 38: 229, 1991). Lovejoy et al., Scien-
ce 259: 1988, 1993, publicaron recientemente la sintesis de un haz tri-catenario a-helicoidal en el cual las hélices
discurren en direccion arriba-arriba-abajo. Sus estudios confirmaron que la energfa de estabilizacion hidréfoba pro-
porciona la fuerza motriz principal para la formacién de espirales enrolladas a partir de monémeros helicoidales. Estos
estudios indican también que ciertas interacciones electrostticas contribuyen a la estequiometria y geometria de las
espirales enrolladas. Una discusién adicional de la estructura de las cremalleras de leucina se encuentra en Harbury et
al., Science, 262: 1401, 1993.

Ejemplos de dominios cremallera de leucina adecuados para producir proteinas oligémeras solubles se describen
en la solicitud PCT WO 94/10308, y la cremallera de leucina derivada de la proteina D tensioactiva del pulmén (SPD)
descrita en Hoppe et al., FEBS Letters, 344: 191, 1994. El uso de una cremallera de leucina modificada que permite la
trimerizacion estable de una proteina heter6loga fusionada a la misma se describe en Fanslow et al., Semin. Immunol.,
6: 267-278, 1994. Proteinas de fusién recombinantes que comprenden un polipéptido soluble fusionado a un péptido
de cremallera de leucina se expresan en células hospedadoras adecuadas, y el oligdmero soluble que se forma se
recupera del sobrenadante de cultivo.

Ciertos restos de cremallera de leucina forman preferentemente trimeros. Un ejemplo es una cremallera de leucina
derivada de la proteina D tensioactiva de pulmén (SPD), como se describe en Hoppe et al., FEBS Letters, 344: 191,
1994, y en la Patente U.S. 5.716.805. Este péptido de cremallera de leucina derivado de SPD de pulmén comprende la
secuencia de aminodcidos Pro Asp Val Ala Ser Leu Arg Gln Gln Val Glu Ala Leu Gln Gly GIn Val Gln His Leu Gln
Ala Ala Phe Ser Gln Tyr (SEQ ID NO:12).

Otro ejemplo de una cremallera de leucina que promueve trimerizacién es un péptido que comprende la secuencia
de aminodcidos Arg Met Lys Gln Ile Glu Asp Lys Ile Glu Glu lle Leu Ser Lys Ile Tyr His Ile Glu Asn Glu Ile
Ala Arg Ile Lys Lys Leu Ile Gly Glu Arg (SEQ ID NO:13), como se describe en la Patente U.S. 5.716.805. En una
realizacion alternativa, se afiade un residuo Asp en el terminal N; en otra, el péptido carece del residuo Arg del terminal
N.

Pueden emplearse también fragmentos de los péptidos de cremallera que anteceden, que retienen la propiedad
de promover la oligomerizacién. Ejemplos de tales fragmentos incluyen, pero sin cardcter limitante, péptidos que
carecen de uno o dos de los residuos del terminal N o el terminal C presentados en las secuencias de aminodcidos que
anteceden. Las cremalleras de leucina pueden derivarse de péptidos de cremallera de leucina existentes naturalmente,
v.g., por la via de una o m4s sustituciones conservadoras en la secuencia de aminodcidos nativa, en donde se retiene la
capacidad del péptido para promover oligomerizacion.

Otros péptidos derivados de proteinas trimeras existentes naturalmente pueden emplearse en la preparacién de
oligémeros trimeros. Alternativamente, pueden emplearse péptidos sintéticos que promueven oligomerizacién. En
realizaciones particulares, los residuos leucina en un resto de cremallera de leucina estin reemplazados por residuos
isoleucina. Tales péptidos que comprenden isoleucina pueden designarse como cremalleras de isoleucina, pero estdn
abarcados por el término “cremalleras de leucina” tal como se emplea en esta memoria.
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Produccion de polipéptidos y fragmentos de los mismos

La expresion, el aislamiento y la purificacién de los polipéptidos y fragmentos de la invencién pueden realizarse
por cualquier técnica adecuada, con inclusién, pero sin cardcter limitante, de las siguientes:

Sistemas de expresion

La presente invencion proporciona también vectores recombinantes de clonacién y expresion que contienen DNA,
asi como células hospedadoras que contienen los vectores recombinantes. Los vectores de expresién que comprenden
DNA pueden utilizarse para preparar los polipéptidos o fragmentos de la invencién codificados por el DNA. Un
método para producir polipéptidos comprende cultivar células hospedadoras transformadas con un vector de expresion
recombinante que codifica el polipéptido, en condiciones que promueven la expresién del polipéptido, y recuperar
luego del cultivo los polipéptidos expresados. El técnico experto reconocerd que el procedimiento para purificar los
polipéptidos expresados variard de acuerdo con factores tales como el tipo de células hospedadoras empleado, y de
que el polipéptido esté fijado a la membrana o sea una forma soluble que es secretada por la célula hospedadora.

Puede emplearse cualquier sistema de expresion adecuado. Los vectores incluyen un DNA que codifica un poli-
péptido o fragmento de la invencidn, enlazado operativamente a secuencias de nucleétidos adecuadas reguladoras de la
transcripcion o la traduccion, tales como las derivadas de un gen de mamifero, microbio, virus, o insecto. Ejemplos de
secuencias reguladoras incluyen promotores de la transcripcion, operadores, o intensificadores, un sitio de fijacion de
ribosoma de mRNA, y secuencias apropiadas que controlan la iniciacion y terminacion de la transcripcion y la traduc-
cion. Las secuencias de nucledtidos estdn enlazadas operativamente cuando la secuencia reguladora es funcionalmente
afin a la secuencia de DNA. Asi, una secuencia nucleotidica promotora estd enlazada operativamente a una secuencia
de DNA si la secuencia nucleotidica del promotor controla la transcripcion de la secuencia de DNA. Un origen de
replicacién que confiere la capacidad para replicarse en las células hospedadoras deseadas, y un gen de seleccién por
el cual se identifican los transformantes, estdn incorporados generalmente en el vector de expresion.

Adicionalmente, una secuencia que codifica un péptido sefial apropiado (nativo o heterélogo) puede incorporarse
en vectores de expresion. Una secuencia de DNA para un péptido sefial (conductor de la secrecién) puede fusionarse
en marco a la secuencia de dcido nucleico de la invencion de tal manera que el DNA se transcribe inicialmente, y el
mRNA se traduce, en una proteina de fusién que comprende el péptido sefial. Un péptido sefial que es funcional en las
células hospedadoras propuestas promueve la secrecion extracelular del polipéptido. El péptido sefial se escinde del
polipéptido una vez secretado el polipéptido por la célula.

El profesional experto reconocerd también que la o las posiciones en las cuales se escinde el péptido sefial pueden
diferir de la predicha por un programa de ordenador, y pueden variar de acuerdo con factores tales como el tipo de
células hospedadoras empleado en la expresion de un polipéptido recombinante. Una preparacion de proteina puede
incluir una mezcla de moléculas de proteina que tienen aminodcidos N-terminales diferentes como resultado de la
escision del péptido sefial en mds de un sitio. Ejemplos particulares de proteinas maduras proporcionadas en esta
memoria incluyen, pero sin cardcter limitante, proteinas que tienen el residuo en la posicién 6, 23, 25, 26, 39, 41, 0 48
de SEQ ID NO: 3 y en la posiciéon 1 6 19 de SEQ ID NO: 4 como el aminodcido N-terminal.

Células hospedadoras adecuadas para la expresion de polipéptidos incluyen células procariotas, levaduras o células
eucariotas superiores. Generalmente se prefieren células de mamifero o de insecto para uso como células hospeda-
doras. Vectores apropiados de clonacidn y expresion para uso con hospedadores celulares bacterianos, flingicos, de
levadura y de mamifero se describen, por ejemplo, en Pouwels et al., Cloning Vectors: A Laboratorv Manual, Elsevier,
Nueva York, 1985. Sistemas de traduccién exentos de células podrian emplearse también para producir polipéptidos
utilizando RNAs derivados de las construcciones de DNA descritas en esta memoria.

Sistemas Procariotas

Los procariotas incluyen organismos gram-negativos o gram-positivos. Células hospedadoras procariotas adecua-
das para transformacion incluyen, por ejemplo, E. coli, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, y diversas otras
especies dentro de los géneros Pseudomonas, Streptomyces, y Staphylococcus. En una célula hospedadora procariota,
tal como E. coli, un polipéptido puede incluir un residuo metionina en el terminal N para facilitar la expresién del
polipéptido recombinante en la célula hospedadora procariota. La Met del terminal N puede escindirse del polipéptido
recombinante expresado.

Los vectores de expresion para uso en células hospedadoras procariotas comprenden generalmente uno o mds genes
marcadores fenotipicos seleccionables. Un gen marcador fenotipico seleccionable es, por ejemplo, un gen que codifica
una proteina que confiere resistencia a los antibidticos o que suministra un requerimiento autotréfico. Ejemplos de
vectores de expresion Utiles para células hospedadoras procariotas incluyen los derivados de pldsmidos disponibles
comercialmente tales como el vector de clonacién pBR322 (ATCC 37017). pBR322 contiene genes para resistencia a
ampicilina y tetraciclina, y proporciona por ello medios simples para identificar células transformadas. Un promotor
apropiado y una secuencia de DNA se insertan en el vector pBR322. Otros vectores disponibles comercialmente
incluyen, por ejemplo, pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia) y pGEM1 (Promega Biotec, Madison,
WI, USA).
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Secuencias promotoras utilizadas comtiinmente para vectores de expresién recombinantes en células hospedado-
ras procariotas incluyen S-lactamasa (penicilinasa), el sistema promotor de lactosa (Chang et al., Nature, 275:615,
1978; y Goeddel et al., Nature, 281:544, 1979), el sistema promotor de triptéfano (trp) (Goeddel et al., Nucl. Acids
Res., 8:4057, 1980; y EP-A-36776) y el promotor tac (Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, p. 412,
Cold Spring Harbor Laboratory, 1982). Un sistema de expresion particularmente 1til en células hospedadoras proca-
riotas emplea un promotor del fago AP, y una secuencia represora termolabil de cI857ts. Los vectores plasmidicos
disponibles de la American Type Culture Collection que incorporan derivados del promotor AP, incluyen el plas-
mido pHUB2 (residente en la cepa JMB9 de E. coli, ATCC 37092) y pPLc28 (residente en E. coli RR1, ATCC
53082).

Sistemas de Levadura

Alternativamente, los polipéptidos pueden expresarse en células hospedadoras de levadura, preferiblemente del
género Saccharomyces (v.g., S. cerevisiae). Pueden emplearse también otros géneros de levadura, tales como Pichia o
Kluyveromyces. Los vectores de levadura contendrdn a menudo una secuencia de origen de replicacion de un plasmido
de levadura 2 u, una secuencia de replicacién auténoma (ARS), una regién promotora, secuencias para poliadenila-
cién, secuencias para terminacion de la transcripcion, y un marcador seleccionable. Secuencias promotoras adecuadas
para vectores de levadura incluyen, entre otras, promotores de metalotioneina, 3-fosfoglicerato-quinasa (Hitzeman et
al., J. Biol. Chem., 255:2073, 1980) u otras enzimas glucoliticas (Hess et al., J. Adv. Enzyme Reg., 7:149, 1968; y
Holland et al., Biochem. 17:4900, 1978), tales como enolasa, gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa, hexoquinasa,
piruvato-descarboxilasa, fosfofructoquinasa, glucosa-6-fosfato-isomerasa, 3-fosfoglicerato-mutasa, piruvato-quinasa,
triosafosfato-isomerasa, fosfoglucosa-isomerasa, y glucoquinasa. Otros vectores y promotores adecuados para uso en
expresion de levadura se describen adicionalmente en Hitzeman, EPA-73657. Otra alternativa es el promotor ADH2
reprimible por glucosa, descrito por Russell et al., J. Biol. Chem., 258:2674, 1982; y Beier et al., Nature, 300:724,
1982. Vectores lanzadera replicables tanto en levadura como en E. coli pueden construirse por insercién de secuencias
de DNA de pBR322 para seleccion y replicacién en E. coli (gen Amp' y origen de replicacién) en los vectores de
levadura arriba descritos.

La secuencia conductora del factor @ de levadura puede emplearse para dirigir la secrecién del polipéptido. La
secuencia conductora del factor @ se inserta a menudo entre la secuencia promotora y la secuencia del gen estructu-
ral. (Kurjan et al., Cell, 30:933, 1982; y Bitter et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA, 81:5330, 1984.) Otras secuencias
conductoras adecuadas para facilitar la secrecidon de polipéptidos recombinantes por hospedadores de levadura son
conocidas por los expertos en la técnica. Una secuencia conductora puede estar modificada cerca de su extremo 3’
de modo que contenga uno o mds sitios de restriccion. Esto facilitard la fusidon de la secuencia conductora al gen
estructural.

Protocolos de transformacion de levadura son conocidos por los expertos en la técnica. Un protocolo de este tipo
ha sido descrito por Hinnen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75: 1929, 1978. El protocolo de Hinnen e al. selecciona
transformantes Trp* en un medio selectivo, consistiendo el medio selectivo en 0,67% de base nitrogenada de levadura,
0,5% de casamino-acidos, 2% de glucosa, 10 mg/ml de adenina y 20 mg/ml de uracilo.

Las células hospedadoras de levadura transformadas por vectores que contienen una secuencia promotora ADH2
pueden cultivarse para inducir la expresién en un medio “rico”. Un ejemplo de un medio rico es uno consistente en
1% de extracto de levadura, 2% de peptona, y 1% de glucosa suplementado con 80 mg/ml de adenina y 80 mg/ml de
uracilo. La desrepresion del promotor ADH2 se produce cuando se agota la glucosa en el medio.

Sistemas de Mamifero o de Insecto

Pueden emplearse también sistemas de cultivo de células hospedadoras de mamifero o de insecto para expresar
polipéptidos recombinantes. Los sistemas de baculovirus para produccién de proteinas heterélogas en células de in-
secto han sido revisados por Luckow et al. Bio/Technology, 6: 47, 1988. Pueden emplearse también lineas de células
establecidas de origen mamifero. Ejemplos de lineas de células hospedadoras de mamifero adecuadas incluyen la
linea COS-7 de células de rifién de mono (ATCC CRL1651) (Glutzman et al., Cell, 23: 175, 1981), células L, cé-
lulas C127, células 3T3 (ATCC CCL163), células de ovario de hamster chino (CHO), células HeLa, y la linea de
células BHK (ATCC CRL 10), asi como la linea de células CV-1/EBNA derivada de la linea de células de rinén
de mono verde africano CV-1 (ATCC CCL 70) como ha sido descrito por McMahan et al., EMBO J, 10: 2821,
1991.

Meétodos establecidos para la introduccién de DNA en células de mamifero han sido descritos por Kaufman R.J.,
Large Scale Mammalian Cell Culture, pp. 15-69, 1990. Protocolos adicionales que utilizan reactivos disponibles co-
mercialmente, tales como el reactivo lipidico Lypofectamine (Gibco/BRL) o el reactivo lipidico Lipofectamine-Plus,
pueden utilizarse para transfectar células (Felgner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84: 7413-7417, 1987). Adicio-
nalmente, puede utilizarse electroporacion para transfectar células de mamifero utilizando procedimientos conven-
cionales, tales como los expuestos en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed. Vol. 1-
3, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. La seleccion de transformantes estables puede realizarse utilizando
métodos conocidos en la técnica, tales como por ejemplo, resistencia a farmacos citotoxicos. Kaufman et al., Meth. in
Enzymology, 185: 487-511, 1990, describe varios esquemas de seleccion, tales como la resistencia a la dihidrofolato-
reductasa (DHFR). Una cepa hospedadora adecuada para seleccién de DHFR puede ser la cepa DX-B11 de CHO, que
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es deficiente en DHFR (Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4216-4220, 1980). Un pldsmido que expresa
cDNA de DHFR puede introducirse en la cepa DX-B11, y Gnicamente las células que contienen el pldsmido pueden
crecer en el medio selectivo apropiado. Otros ejemplos de marcadores seleccionables que pueden incorporarse en un
vector de expresion incluyen cDNAs que confieren resistencia a antibidticos, tales como G418 e higromicina B. Las
células que albergan el vector pueden seleccionarse sobre la base de la resistencia a estos compuestos.

Secuencias de control de la transcripcion y la traduccion para vectores de expresion en células hospedadoras de
mamifero pueden ser escindidas de los genomas virales. Secuencias promotoras y secuencias intensificadoras utiliza-
das comunmente se derivan del virus del polioma, adenovirus 2, el virus 40 de los simios (SV40), y citomegalovirus
humano. Pueden utilizarse secuencias de DNA derivadas del genoma viral de SV40, por ejemplo, el origen, el promo-
tor temprano y tardio, intensificador, sitio de corte y empalme, y sitios de poliadenilacién de SV40 para proporcionar
otros elementos genéticos para la expresion de una secuencia de gen estructural en una célula hospedadora de mamife-
ro. Los promotores virales tempranos y tardios son particularmente ttiles debido a que ambos se obtienen facilmente
a partir de un genoma viral como un fragmento que puede contener también un origen de replicacién viral (Fiers et
al., Nature, 273: 113, 1978; y Kaufman, Meth. in Enzymology, 1990). Pueden utilizarse también fragmentos de SV40
mas pequefios o0 mayores, con tal que esté incluida la secuencia de aproximadamente 250 pb que se extiende desde el
sitio HindlIII hacia el sitio Bgll localizado en el origen de replicacion viral de SV40.

Secuencias de control adicionales que se ha demostrado mejoran la expresion de genes heterélogos originarios
de vectores de expresion de mamifero incluyen elementos tales como el elemento de aumento de expresion de la
secuencia (EASE) derivado de células CHO (Morris et al., Animal Cell Technology, pp. 529-534, 1997; y Solicitud
PCT WO 97/25420) y el conductor tripartito (TPL) y RNAs del gen VA del Adenovirus 2 (Gingeras et al., J. Biol.
Chem.,257: 13475-13491, 1982). La secuencia del sitio de entrada de ribosoma interno (IRES) de origen viral permite
que los mRNAs dicistronicos se traduzcan eficientemente (Oh et al., Current Opinion in Genetics and Development,
3:295-300, 1993; y Ramesh et al., Nucleic Acids Research, 24: 2697-2700, 1996). Se ha demostrado que la expresion
de un cDNA heter6logo como parte de un mRNA dicistronico seguida por el gen para un marcador seleccionable
(v.g. DHFR) mejora la transfectabilidad del hospedador y la expresién del cDNA heterélogo (Kauffman, Meth. in
Enzymology, 1990). Vectores de expresion ilustrativos que emplean mRNAs dicistrénicos son pTR-BC/GFP descrito
por Mosser et al., Biotechniques, 22: 150-161, 1997, y p2AS51 descrito por Morris et al., Animal Cell Technology, pp.
529-534, 1997.

Un vector ttil de expresion alta, pPCAVNOT, ha sido descrito por Mosley et al., Cell, 59: 335-348, 1989. Otros
vectores de expresion para uso en células hospedadoras de mamifero pueden construirse como ha sido descrito por
Okayama et al. (Mol. Cell. Biol., 3: 280, 1983). Un sistema titil para expresion estable de nivel alto de cDNAs de
mamifero en células epiteliales mamarias de murino C127 puede construirse sustancialmente como ha sido descrito
por Cosman et al., Mol. Immunol., 23: 935, 1986. Un vector util de alta expresién, PMLSV N1/N4, descrito por
Cosman et al., Nature, 312: 768, 1984, ha sido depositado como ATCC 39890. Vectores de expresion de mamifero
utiles adicionales se describen en EP-A-0367566, y en WO 91/18982. En otra alternativa, los vectores pueden derivarse
de retrovirus.

Puede utilizarse otro vector de expresién titil, pFLAG®. La tecnologia FLAG® est4 centrada en la fusién de un
péptido marcador FLAG® de peso molecular bajo (1 kD) hidréfilo, al término N de una proteina recombinante expre-
sada por vectores de expresiéon pFLAG®. pDC311 es otro vector especializado utilizado para expresién de proteinas
en células CHO. pDCI11 se caracteriza por una secuencia bicistronica que contiene el gen de interés y un gen de di-
hidrofolato-reductasa (DHFR) con un sitio inerno de fijacién de ribosoma para traducciéon de DHFR, un elemento de
secuencia aumentadora de la expresiéon (EASE), el promotor humano CMYV, una secuencia conductora tripartita, y un
sitio de poliadenilacidn.

Enrelacién con los péptidos sefial que pueden emplearse, el péptido sefial nativo puede reemplazarse por un péptido
sefial heter6logo o secuencia conductora, en caso deseado. La eleccion del péptido sefial o conductor puede depender
de factores tales como el tipo de células hospedadoras en las cuales debe producirse el polipéptido recombinante.
Para ilustracion, ejemplos de péptidos sefial heter6logos que son funcionales en células hospedadoras de mamifero
incluyen la secuencia sefial para interleuquina-7 (IL-7) descrita en la Patente de los Estados Unidos 4.965.195; la
secuencia sefial para el receptor de interleuquina-2 descrita en Cosman et al., Nature, 312: 768, 1984; el péptido senal
de receptor de interleuquina-4 descrito en EP 367.566; el péptido sefial del receptor de interleuquina-1 tipo I descrito
en la Patente U.S. 4.968.607; y el péptido sefial del receptor de interleuquina-1 tipo II descrito en EP 460.846.

Purificacion

La invencién incluye también métodos de aislamiento y purificacién de los polipéptidos y fragmentos de los mis-
mos.
Aislamiento y Purificacion

Los polipéptidos “aislados” o fragmentos de los mismos abarcados por esta invencién son polipéptidos o fragmen-
tos que no se encuentran en un ambiente idéntico a un ambiente en el cual aquél o aquéllos pueden encontrarse en

la naturaleza. Los polipéptidos “purificados” o fragmentos de los mismos abarcados por esta invencién estin esen-
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cialmente exentos de asociacién con otras proteinas o polipéptidos, por ejemplo, como producto de purificacién de
sistemas de expresion recombinantes tales como los arriba descritos o como un producto purificado de una fuente no
recombinante tal como células y/o tejidos existentes naturalmente.

En una realizacién preferida, la purificacion de polipéptidos o fragmentos recombinantes puede realizarse utili-
zando fusiones de polipéptidos o fragmentos de la invencién a otro polipéptido para ayudar a la purificacion de los
pollipéptidos o fragmentos de la invencién. Tales parejas de fusién pueden incluir los péptidos poli-His u otros péptidos
de identificacion de antigeno arriba descritos, asi como los restos Fc descritos anteriormente.

Con respecto a cualquier tipo de célula hospedadora, como es conocido por el profesional experto, los procedi-
mientos para purificacién de un polipéptido o fragmento recombinante variardn de acuerdo con factores tales como el
tipo de células hospedadoras empleado y de si el polipéptido o fragmento recombinante se secreta o no en el medio de
cultivo.

En general, el polipéptido o fragmento recombinante puede aislarse de las células hospedadoras si no es secretado,
o del medio o sobrenadante si es soluble y secretado, seguido por uno o més pasos de concentracion, precipitacién con
sal, intercambio i6nico, interaccién hidréfoba, purificacién por afinidad o cromatografia de exclusion de tamafios. En
cuanto a vias especificas para realizar estos pasos, el medio de cultivo puede concentrarse primeramente utilizando un
filtro de concentracién de proteinas disponible comercialmente, por ejemplo, una unidad de ultrafiltracién Amicon o
Millipore Pellicon. Después del paso de concentracién, el concentrado puede aplicarse a una matriz de purificacion
tal como un medio de filtracién con gel. Alternativamente, puede emplearse una resina de intercambio aniénico, por
ejemplo, una matriz o sustrato que tenga grupos dietilaminoetilo (DEAE) colgantes. Las matrices pueden ser acrilami-
da, agarosa, dextrano, celulosa u otros tipos empleados comiinmente en la purificacion de proteinas. Alternativamente,
puede emplearse un paso de intercambio de catiéon. Cambiadores de cation adecuados incluyen diversas matrices
insolubles que comprenden grupos sulfopropilo o carboximetilo. Adicionalmente, puede emplearse un paso de croma-
toenfoque. Alternativamente, puede emplearse un paso de cromatografia de interaccién hidr6foba. Matrices adecuadas
pueden ser restos fenilo u octilo unidos a resinas. Puede emplearse también cromatografia de afinidad con una ma-
triz que fija selectivamente la proteina recombinante. Ejemplos de tales resinas empleadas son columnas de lectina,
columnas de tinte, y columnas de formacién de quelatos metdlicos. Finalmente, pueden emplearse uno o mas pasos
de cromatografia liquida de alta resolucién en fase inversa (RP-HPLC) que emplean medios RP-HPLC hidr6fobos
(v.g., gel de silice o resina de polimero que tenga grupos metilo, octilo, octildecilo u otros grupos alifaticos colgantes)
para purificar ulteriormente los polipéptidos. Algunos o la totalidad de los pasos de purificacién que anteceden, en
diversas combinaciones, son bien conocidos y pueden emplearse para proporcionar una proteina recombinante aislada
y purificada.

Es también posible utilizar una columna de afinidad que comprende una proteina de fijacién de polipéptidos de
la invencién, tal como un anticuerpo monoclonal generado contra los polipéptidos de la invencién, para purificar
por afinidad los polipéptidos expresados. Estos polipéptidos pueden retirarse de la columna de afinidad utilizando
técnicas convencionales, v.g., en un tampén de elucién rico en sal y dializarse luego en un tamp6n mas pobre en sal
para uso o por cambio de pH u otros componentes dependiendo de la matriz de afinidad utilizada, o pueden retirarse
competitivamente utilizando el sustrato existente naturalmente del resto de afinidad, tal como un polipéptido derivado
de la invencion.

En este aspecto de la invencion, las proteinas de fijacién de polipéptidos, tales como los anticuerpos anti-polipép-
tidos de la invencién u otras proteinas que pueden interaccionar con el polipéptido de la invencidn, pueden unirse
a un soporte en fase sélida tal como una matriz de cromatografia en columna o un sustrato similar adecuado para
identificacion, separacidn, o purificacién de células que expresan los polipéptidos de la invencién en su superficie. La
adherencia de las proteinas de fijacién de polipéptidos de la invencidn a una superficie de contacto en fase sélida pue-
de conseguirse por cualquier medio. Por ejemplo, pueden recubrirse microesferas magnéticas con estas proteinas de
fijacién de polipéptidos y mantenerse en el recipiente de incubacién mediante un campo magnético. Suspensiones de
mezclas de células se ponen en contacto con la fase sélida que contiene tales proteinas de fijacion de polipéptidos. Las
células que contienen en su superficie los polipéptidos de la invencion se unen a la proteina de fijacién de polipéptidos
fijada y las células no fijadas se eliminan luego por lavado. Este método de unién por afinidad es qtil para purificacion,
cribado, o separacion de la solucién de tales células que expresan los polipéptidos. Métodos de liberacion de células
seleccionadas positivamente de la fase sélida se conocen en la técnica y abarcan, por ejemplo, el uso de enzimas. Tales
enzimas son preferiblemente no téxicas y no lesivas para las células y preferiblemente estidn dirigidas a escindir la
pareja de fijacion de la superficie celular.

Alternativamente, mezclas de células que se sospecha contienen células expresantes de los polipéptidos de la
invencién pueden incubarse primeramente con una proteina biotinilada de fijacién de polipéptidos de la invencion.
Los periodos de incubacién tienen tipicamente al menos una hora de duracién para asegurar una fijacién suficiente
a los polipéptidos de la invencién. La mixtura resultante se hace pasar luego a través de una columna empaquetada
con cuentas recubiertas de avidina, con lo cual la afinidad alta de la biotina por la avidina proporciona la unién de
las células de fijacion de polipéptidos a las cuentas. El uso de cuentas recubiertas de avidina se conoce en la técnica
(Berenson et al., J. Cell. Biochem., 10D: 239, 1986). El lavado del material no fijado y la liberacion de las células
fijadas se realizan utilizando métodos convencionales.
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El grado deseado de pureza depende del uso propuesto de la proteina. Se desea un grado de pureza relativamente
alto cuando el polipéptido debe administrarse in vivo, por ejemplo. En este caso, los polipéptidos se purifican de tal
manera que no sea detectable banda alguna de proteina correspondiente a otras proteinas en el andlisis por electrofore-
sis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE). Las personas expertas en el campo pertinente reconocerdn que bandas
multiples correspondientes al polipéptido pueden ser visualizadas por SDS-PAGE, debido a glicosilacién diferencial,
procesamiento diferencial posterior a la traduccién, y métodos analogos. Muy preferiblemente, el polipéptido de la
invencion se purifica hasta homogeneidad sustancial, como se indica por una sola banda de proteina en el andlisis por
SDS-PAGE. La banda de proteina puede ser visualizada por tincién con plata, tincién con azul Coomassie, o (si la
proteina esta radiomarcada) por autorradiografia.

Ensayos

Los polipéptidos purificados de la invencidén (que incluyen proteinas, polipéptidos, fragmentos, variantes, oligo-
meros, y otras formas) pueden testarse en cuanto a la aptitud para unirse a la pareja de fijacién en cualquier ensayo
adecuado, tal como un ensayo de fijacién convencional. Para ilustracidn, el polipéptido puede marcarse con un reactivo
detectable (v.g., un radionucleido, un croméforo, una enzima que cataliza una reaccién colorimétrica o fluorométrica,
etcétera). El polipéptido marcado se pone en contacto con las células que expresan la pareja de fijacidn. Las células se
lavan luego para eliminar el polipéptido marcado no fijado, y la presencia del marcador fijado a las células se determina
por una técnica adecuada, seleccionada de acuerdo con la naturaleza del marcador.

Un ejemplo de un procedimiento de ensayo de fijacién es como sigue. Se construye un vector de expresion recom-
binante que contiene el cDNA de la pareja de fijacion, utilizando métodos bien conocidos en la técnica. Células CV-
1-EBNA-1 en cdpsulas de 10 cm? se transfectan con el vector de expresion recombinante. Las células CV-1/EBNA-1
(ATCC CRL 10478) expresan constitutivamente el antigeno-1 nuclear de EBV dirigido por el intensificador/promotor
de CMV inmediato-temprano. CV-1-EBNA-1 se derivé de la linea de células CV-1 de rifién del Mono Verde Africano
(ATCC CRL70), como ha sido descrito por McMahan et al. (EMBO J. 10: 2821, 1991)

Las células transfectadas se cultivan durante 24 horas, y las células contenidas en cada cédpsula se dividen luego
en una placa de 24 pocillos. Después de cultivo durante 48 horas mads, las células transfectadas (aproximadamente 4
x 10* células/pocillo) se lavan con BN-NFDM, que es el medio de fijacién (RPMI 1640 que contiene 25 mg/ml de
seroalbumina bovina, 2 mg/ml de azida de sodio, HEPES 20 mM de pH 7,2) al cual se han afiadido 50 mg/ml de
leche desnatada en polvo. Las células se incuban luego durante 1 hora a 37°C con concentraciones variables de, por
ejemplo, una proteina de fusién polipéptido/Fc soluble producida como se ha expuesto anteriormente. Las células se
lavan luego y se incuban con una concentracion de saturacién constante de una IgG anti-humana '*I de ratén en medio
de fijacién, con agitaciéon moderada durante 1 hora a 37°C. Después de lavado concienzudo, las células se liberan por
tripsinizacion.

La IgG anti-humana de ratén arriba empleada esta dirigida contra la regién Fc de IgG humana y puede obtenerse de
Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc., West Grove, PA. El anticuerpo se marca con yodo radiactivo utilizando
el método estandar de la cloramina T. El anticuerpo se fijard a la porcién Fc de cualquier polipéptido/proteina Fc que
se ha fijado a las células. En todos los ensayos, la fijacién inespecifica del anticuerpo marcado con ' se ensaya en
ausencia de la proteina de fusién Fc/Fc, asi como en presencia de la proteina de fusién de Fc y un exceso molar de
200 veces de anticuerpo IgG anti-humano sin marcar de raton.

El anticuerpo '*°I fijado a las células se cuantifica en un contador Packard Autogamma. Los cdlculos de afinidad
(Scatchard, Ann. N.Y. Acad. Sci., 51: 660, 1949) se generan en RS/1 (BBN Software, Boston, MA) ejecutado en un
ordenador Microvax.

Otro tipo de ensayo de fijacién adecuado es un ensayo de fijacion competitivo. Para ilustracidn, la actividad biol6-
gica de una variante puede determinarse por ensayo de la capacidad de la variante para competir con la proteina nativa
respecto a unién a la pareja de fijacion.

Los ensayos competitivos de fijacién pueden realizarse por metodologia convencional. Reactivos que pueden em-
plearse en ensayos competitivos de fijacion incluyen polipéptidos radiomarcados de la invencién y células intactas
que expresan la pareja de fijacién (endégena o recombinante). Por ejemplo, puede utilizarse un fragmento de IL-1
zeta soluble radiomarcado para competir con una variante de IL-1 zeta soluble respecto a la fijacion a los receptores
de IL-1 zeta de la superficie celular. En lugar de células intactas, podria sustituirse una proteina de fusién pareja de
fijacion/Fc soluble unida a una fase sélida por la interaccion de proteina A o proteina G (en la fase sélida) con el resto
Fc. Columnas cromatogréficas que contienen Proteina A y Proteina G incluyen las disponibles de Pharmacia Biotech,
Inc., Piscataway, NJ.

Otro tipo de ensayo competitivo de fijacién utiliza parejas de fijacién solubles radiomarcadas, tales como una
proteina de fusién receptor soluble de IL-1 zeta/Fc o ligando Xrec2/Fc, y células intactas que expresan la pareja de
fijacion. Pueden obtenerse resultados cuantitativos por ensayos competitivos de fijacién en placa autorradiogrifica,
mientras que los graficos Scatchard (Scatchard, Ann. N.Y. Acad. Sci., 51: 660, 1949) pueden utilizarse para generar
resultados cuantitativos.

21



10

15

20

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2325165 T3

Uso de los dcidos nucleicos u oligonucledtidos IL-1 zeta, TDZ.1, TDZ.2, TDZ.3 Y Xrec2

Ademads de ser utilizados para expresar polipéptidos como se ha descrito arriba, los dcidos nucleicos de IL-1 zeta,
TDZ.1, TDZ.2, TDZ.3 y Xrec2, que incluyen DNA, RNA, mRNA y oligonucledtidos pueden utilizarse:

- como sondas para identificar 4cido nucleico que codifica proteinas de las familias de ligandos y receptores
de IL-1;

- para identificar los cromosomas humanos 2 y X;
- para mapear genes en los cromosomas humanos 2 y X;

- para identificar genes asociados con ciertas enfermedades, sindromes, u otras afecciones asociadas con los
cromosomas humanos 2 y X;

- como oligonucleétidos monocatenarios sentido o antisentido, para inhibir la expresién de polipéptidos co-
dificados por los genes IL-1 zeta, TDZ.1, TDZ.2, TDZ.3 y Xrec2;

- para ayudar a la deteccién de genes defectuosos en un individuo; y
- para terapia génica.
Sondas

Entre los usos de los dcidos nucleicos descritos en esta memoria se encuentra el uso de fragmentos como sondas
o iniciadores. Tales fragmentos comprenden por regla general al menos aproximadamente 17 nucledtidos contiguos
y una secuencia de DNA. En otras realizaciones, un fragmento de DNA al menos 30, o al menos 60, nucle6tidos
contiguos de una secuencia de DNA.

Dado que en esta memoria se contemplan homélogos de SEQ ID NOs: 1, 2, 5, 6 y 7 de otras especies de mamiferos,
pueden utilizarse sondas basadas en las secuencias de DNA humano de SEQ ID NOs: 1, 2, 5, 6 y 7 para cribar
genotecas de cDNA derivadas de otras especies de mamiferos, utilizando técnicas de hibridacién convencionales de
especies cruzadas.

Utilizando el conocimiento del c6digo genético en combinacién con las secuencias de aminodcidos arriba identifi-
cadas, pueden prepararse series de oligonucle6tidos degenerados. Tales oligonucle6tidos son tutiles como iniciadores,
v.g., en reacciones en cadena de polimerasa (PCR), por las cuales se afslan y amplifican fragmentos de DNA.

Mapeado Cromosomico

La totalidad o una porcién de los acidos nucleicos de IL-1 zeta de SEQ ID NO: 1 o variantes de corte y empalme
de IL-1 zeta de SEQ ID NOs: 5, 6 y 7, con inclusién de oligonucleétidos, pueden ser utilizados por los expertos en
la técnica empleando métodos bien conocidos para identificar el cromosoma humano 2, asi como el locus especifico
del mismo, que contiene el DNA de miembros de la familia de ligandos de IL-1. Adicionalmente, la totalidad o una
porcién de los dcidos nucleicos de Xrec2 de SEQ ID NO: 2, con inclusion de oligonucledtidos, pueden utilizarse para
identificar el cromosoma humano X, asi como el locus especifico del mismo que contiene el DNA de miembros de
la familia de receptores de IL-1. Técnicas ttiles incluyen, pero sin cardcter limitante, la utilizacién de la secuencia o
porciones, con inclusién de oligonucledtidos, como sonda en diversos métodos bien conocidos tales como el mapeado
de hibridos por radiacién (resolucién alta), hibridacion in situ a extensiones de cromosomas (resolucién moderada), e
hibridacién por transferencia Southern a lineas de células hibridas que contienen cromosomas humanos individuales
(resolucién baja).

Por ejemplo, los cromosomas pueden mapearse por hibridacién con radiaciéon. La PCR se realiza utilizando el panel
de 93 hibridos de radiacién de Whitehead Institute/MIT Center for Genome Research Genebridge 4 (http://www-ge-
nome. wi.mit.edu/ftp/distribution/human_STS_releases/july97/rhmap/genebridge4.html). Se utilizan iniciadores que
estdn situados dentro de un exén supuesto del gen de interés y que amplifican un producto de DNA gendémico humano,
pero no amplifican DNA genémico de hamster. Los resultados de las PCRs se convierten en un vector de datos que
se somete al sitio Whitehead/MIT Radiation Mapping en Internet (http://www-seq.wi.mit.edu). Los datos se registran
y se proporciona la asignacién y la ubicacidén cromosdmica relativas a los marcadores conocidos Sequence Tag Site
(STS) en el mapa del hibrido de radiacién. El sitio de la web siguiente proporciona informacién adicional acerca del
mapeado de hibridos con radiacion: http://www-genorne.wi.mit.edu/ftp/distribution/hurnan_STS_releases/july97/ 07-
97.INTRO.html).

Identificacion de Enfermedades Asociadas
Como se indica mdas adelante, los 4cidos nucleicos de IL-1 zeta de SEQ ID NO: 1 y las variantes de corte y em-
palme de IL-1 zeta de SEQ ID NOs: 5, 6 y 7 han sido mapeados por hibridacién con radiacién y secuenciacién por

perdigonada de alta potencia a la regién 2q11-12 del cromosoma humano 2. El cromosoma humano 2 esta asociado
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con enfermedades especificas que incluyen, pero sin cardcter limitante, glaucoma, displasia ectodérmica, diabetes me-
llitus dependiente de insulina, sindrome de piel arrugada, leucemia/linfoma de células T, y distrofia tibial muscular.
Los 4cidos nucleicos de Xrec 2 de SEQ ID NO: 2 se han mapeado por hibridacién con radiacién y secuenciacién
por perdigonada de alta potencia a la regiéon Xp22 del cromosoma humano X. El cromosoma humano X estd aso-
ciado con retinosquisis, lisencefalia, heteropia laminar subcortical, retardo mental, sindrome de Cowchock, sindrome
de Bazex, hipertricosis, sindrome linfoproliferativo, inmunodeficiencia, displasia mesomélica de Langer, y leucemia.
Asi pues, los acidos nucleicos de SEQ ID NOs: 1, 5, 6, 7, y 2 o un fragmento de los mismos pueden ser utiliza-
dos por un experto en la técnica empleando métodos bien conocidos para analizar anormalidades asociadas con el
mapeado de genes a los cromosomas 2 y X. Esto hace posible diferenciar las condiciones en las cuales este mar-
cador se reordena o se deleciona. Adicionalmente, pueden utilizarse moléculas de acido nucleico de SEQ ID NOs:
1,2,5,6,y 7 o un fragmento de las mismas como marcador posicional para mapear otros genes de localizacién
desconocida.

El DNA puede utilizarse en el desarrollo de tratamientos para cualquier trastorno mediado (directa o indirectamen-
te) por cantidades defectuosas, o insuficientes de los genes correspondientes a los dcidos nucleicos de la invencion.
La descripcién en esta memoria de secuencias nativas de nucleétidos permite la deteccion de genes defectuosos, y el
reemplazamiento de los mismos con genes normales. Los genes defectuosos pueden detectarse en ensayos de diag-
néstico in vitro, y por comparacién de una secuencia nativa de nucleétidos descrita en esta memoria con la de un gen
derivado de una persona sospechosa de albergar un defecto en este gen.

Sentido-Antisentido

Otros fragmentos ttiles de los 4cidos nucleicos incluyen oligonucleétidos sentido o antisentido que comprenden
una secuencia monocatenaria de dcido nucleico (RNA o DNA) capaz de fijarse a secuencias diana de mRNA (sentido)
o DNA (sentido). Los nucleétidos antisentido o sentido pueden comprender un fragmento del DNA (SEQ ID NOs: 1,
2,5, 6y 7). Un fragmento de este tipo comprende por regla general al menos aproximadamente 14 nucledtidos, con
preferencia desde aproximadamente 14 a aproximadamente 30 nucledtidos. La capacidad para derivar un oligonucleé-
tido antisentido o sentido, basado en una secuencia de cDNA que codifica una proteina dada se describe, por ejemplo,
en Stein et al., Cancer Res., 48: 2659, 1988; y van der Krol et al., BioTechniques, 6: 958-1988.

La unién de oligonucleétidos antisentido o sentido a secuencias de dcido nucleico diana da como resultado la
formacion de diplex que bloquean o inhiben la expresion de proteinas por uno de varios medios, que incluyen degra-
dacién aumentada del mRNA por RNAsaH, inhibicién de corte y empalme, terminacién prematura de la transcripcién
o traduccidn, o por otros medios. Los oligonucledtidos antisentido pueden utilizarse asi para bloquear la expresién
de proteinas. Los oligonucledtidos antisentido o sentido comprenden adicionalmente oligonucleétidos que tienen ca-
denas principales azicar-fosfodiéster modificadas (u otros enlaces azticar, tales como los descritos en W091/06629)
y en donde tales enlaces azicar son resistentes a las nucleasas enddgenas. Tales oligonucleétidos con enlaces azicar
resistentes son estables in vivo (es decir capaces de resistir la degradacién enzimatica) pero retienen la especificidad
de secuencia de modo que son capaces de fijarse a secuencias de nucledtidos diana.

Otros ejemplos de oligonucledtidos sentido o antisentido incluyen aquellos oligonucleétidos que estan enlazados
covalentemente a restos orgdnicos, tales como los descritos en WO 90/10448, y otros restos que aumentan la afinidad
del oligonucleétido para una secuencia de dcido nucleico diana, tal como poli-(L-lisina). Y atin mds, agentes de
intercalacidn, tales como elipticina, y agentes alquilantes o complejos metalicos pueden unirse a los oligonucle6tidos
sentido o antisentido para modificar especificidades de fijacion del oligonucleétido antisentido o sentido respecto a la
secuencia del nucleétido diana.

Los oligonucledtidos antisentido o sentido pueden introducirse en una célula que contenga la secuencia de dcido
nucleico diana por cualquier método de transferencia génica, con inclusién, por ejemplo, de lipofeccidn, transfeccién
de DNA mediada por CaPQO,, electroporacién, o por utilizacién de vectores de transferencia de genes tales como el
virus Epstein-Barr.

Los oligonucledtidos sentido o antisentido pueden introducirse también en una célula que contenga la secuencia del
nucledtido diana por formacién de un conjugado con una molécula de fijacion de ligandos, como se describe en WO
91/04753. Moléculas adecuadas de fijacion de ligando incluyen, pero sin cardcter limitante, receptores de la superficie
celular, factores de crecimiento, otras citoquinas, u otros ligandos que se fijan a receptores de la superficie celular.
Con preferencia, la conjugacién de la molécula de fijacién de ligando no interfiere sustancialmente con la capacidad
de la molécula de fijacién de ligandos para fijarse a su molécula o receptor correspondiente, o bloquear la entrada del
oligonucleétido sentido o antisentido o su versién conjugada en la célula.

Alternativamente, un oligonucleétido sentido o antisentido puede introducirse en una célula que contenga la se-
cuencia de dcido nucleico diana por formacién de un complejo oligonucleétido-lipido, como se describe en WO
90/10448. El complejo oligonucledtido sentido o antisentido-lipido es disociado preferiblemente dentro de la célula
por una lipasa endégena.
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Uso de los polipéptidos y polipéptidos fragmentados IL-1 zeta, TDZ.1, TDZ.2, TDZ.3 Y Xrec2

Los usos incluyen, pero sin cardcter limitante, los siguientes:

Purificacién de proteinas y medicién de la actividad de las mismas

Agentes de suministro (sic)

- Reactivos terapéuticos y de investigacién

Control para fragmentacion de péptidos

Identificacion de proteinas desconocidas
- Preparacién de anticuerpos
Reactivos de Purificacion

Cada uno de los polipéptidos encuentra uso como un reactivo de concentracién de proteinas. Los polipéptidos
pueden estar unidos a un material soporte sélido y utilizarse para purificar las proteinas parejas de fijacién por croma-
tografia de afinidad. En realizaciones particulares, un polipéptido (en cualquier forma descrita en esta memoria que
sea capaz de fijarse a la pareja de fijacioén) estd unido a un soporte sélido por procedimientos convencionales. Como
ejemplo, estan disponibles columnas cromatograficas que contienen grupos funcionales que reaccionardn con los gru-
pos funcionales de las cadenas laterales de aminodcidos de las proteinas (Pharmacia Biotech., Inc., Piscataway, NIJ).
En una alternativa, un polipéptido/proteina Fc (como se ha expuesto anteriormente) se fija a columnas cromatograficas
que contienen proteina A o proteina G por interaccidn con el resto Fc.

El polipéptido encuentra aplicacién también en la purificacion o identificacion de células que expresan la pareja
de fijacién en la superficie celular. Los polipéptidos se fijan a una fase s6lida tal como una matriz de cromatografia en
columna o un sustrato similar adecuado. Por ejemplo, pueden recubrirse microesferas magnéticas con los polipéptidos
y mantenerse en un recipiente de incubacién mediante un campo magnético. Suspensiones de mezclas de células
que contienen las células que expresan la pareja de fijacidn se ponen en contacto con la fase sélida que contiene los
polipéptidos. Las células que expresan la pareja de fijacién en la superficie celular se unen a los polipéptidos fijados,
y las células no unidas se eliminan luego por lavado.

Alternativamente, los polipéptidos pueden conjugarse a un resto detectable, incubandose luego con las células a
testar respecto a la expresion de la pareja de fijacion. Después de la incubacidn, el material marcado no fijado se retira
y se determina la presencia o ausencia del resto detectable en las células.

En otra alternativa, mezclas de células que se sospecha contienen células que expresan la pareja de fijacion se
incuban con polipéptidos biotinilados. Los periodos de incubacién son tipicamente al menos de 1 hora de duracién
para asegurar una fijacion suficiente. La mezcla resultante se hace pasar luego a través de una columna rellena con
cuentas recubiertas de avidina, con lo que la alta afinidad de la biotina por la avidina proporciona la unién de las células
deseadas a las cuentas. Se conocen procedimientos para utilizacién de cuentas recubiertas de avidina (Berenson ef al.,
J. Cell. Biochem., 10D: 239, 1986). El lavado para eliminar el material no fijado, y la liberacién de las células fijadas,
se realizan utilizando métodos convencionales.

Medicion de la Actividad

Los polipéptidos encuentran uso también en la medicién de la actividad biolégica de la proteina pareja de fijacion
en términos de su afinidad de fijacién. Los polipéptidos pueden ser empleados por tanto por quienes realizan estudios
de “aseguramiento de la calidad”, v.g. para monitorizar la vida 1til y la estabilidad de las proteinas en condiciones
diferentes. Por ejemplo, los polipéptidos pueden emplearse en un estudio de afinidad de fijacién para medir la actividad
bioldgica de una proteina pareja de fijacion que se ha mantenido a temperaturas diferentes, o se ha producido en tipos
de células diferentes. Las proteinas pueden utilizarse también para determinar si se retiene la actividad bioldgica
después de la modificacion de una proteina pareja de fijacion (v.g., modificacién quimica, truncacién, mutacion, etc.).
La afinidad de fijacién de la proteina pareja de fijacién modificada se compara con la de una proteina pareja de fijacién
sin modificar para detectar cualquier impacto adverso de las modificaciones en la actividad bioldgica de la pareja de
fijacién. La actividad biolégica de una proteina pareja de fijacién puede comprobarse asi antes de utilizar la misma en
un estudio de investigacion, por ejemplo.

Agentes de Suministro
Los polipéptidos encuentran uso también como vehiculos para suministro de agentes fijados a los mismos a células
que contienen la pareja de fijacion. Los polipéptidos pueden utilizarse por tanto para suministrar agentes diagndsticos

o terapéuticos a tales células (o a otros tipos de células que se ha encontrado expresan la pareja de fijacién en la
superficie celular) en procedimientos in vitro o in vivo.
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Agentes detectables (diagndsticos) y terapéuticos que pueden fijarse a un polipéptido incluyen, pero sin cardcter
limitante, toxinas, otros agentes citotoxicos, firmacos, radionucleidos, croméforos, enzimas que catalizan una reaccién
colorimétrica o fluorométrica, y andlogos, seleccionandose el agente particular de acuerdo con la aplicacién propuesta.
Entre las toxinas se encuentran ricina, abrina, toxina de la difteria, exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa, proteinas
de desactivacion de ribosomas, micotoxinas tales como tricotecenos, y derivados y fragmentos (v.g., cadenas simples)
de las mismas. Radionucleidos adecuados para uso diagndstico incluyen, pero sin cardcter limitante, 1, T, ™ TC,
In y "Br. Ejemplos de radionucleidos adecuados para uso terapéutico son *'I, ' At, "Br, *Re, '**Re, 2'*Pb, 2!?Bi,
IOQPd, 64Cu, y °7Cu.

Dichos agentes pueden fijarse al polipéptido por cualquier procedimiento convencional adecuado. El polipéptido
comprende grupos funcionales en cadenas laterales de aminoacidos que pueden hacerse reaccionar con grupos funcio-
nales en un agente deseado para formar enlaces covalentes, por ejemplo. Alternativamente, la proteina o agente puede
derivatizarse para generar o fijar un grupo funcional reactivo deseado. La derivatizacién puede implicar la fijacién de
uno de los reactivos de acoplamiento bifuncionales disponibles para fijacién de diversas moléculas a proteinas (Pierce
Chemical Company, Rockford, Illinois). Se conocen varias técnicas para radiomarcacién de proteinas. Por ejemplo,
pueden fijarse radionucleidos metalicos a polipéptidos utilizando un agente adecuado de formacién de quelatos bifun-
cionales.

De este modo se preparan conjugados que comprenden polipéptidos y un agente diagndstico o terapéutico adecuado
(de modo preferible unido covalentemente),. Los conjugados se administran o se emplean de cualquier otro modo en
una cantidad apropiada para la aplicacion particular.

Agentes Terapéuticos

Los polipéptidos de la invencién pueden utilizarse en el desarrollo de tratamientos para cualquier trastorno mediado
(directa o indirectamente) por cantidades defectuosas, o insuficientes de los polipéptidos. Estos polipéptidos pueden
administrarse un mamifero afligido con un trastorno de este tipo.

Los polipéptidos pueden emplearse también en la inhibicién de una actividad bioldgica de la pareja de fijacion,
en procedimientos in vitro o in vivo. Por ejemplo, un polipéptido receptor de Xrec2 purificado puede utilizarse para
inhibir la fijacién del ligando de Xrec2 a un receptor endégeno de Xrec2 de la superficie celular, o puede utilizarse un
polipéptido IL-1 zeta purificado, o cualquiera de sus variantes de corte y empalme para inhibir la fijacién de IL-1 zeta
endégena o variantes de corte y empalme a su receptor de la superficie celular. De este modo se inhiben los efectos
biolégicos que resultan de la fijacion del ligando de Xrec2 a los receptores enddgenos de Xrec?2.

Los polipéptidos de la invencién pueden administrarse a un mamifero para tratar un trastorno mediado por la pareja
de fijacion. Tales trastornos mediados por la pareja de fijacion incluyen afecciones causadas (directa o indirectamente)
o exacerbadas por la pareja de fijacion.

Las composiciones de la presente invencién pueden contener un polipéptido en cualquier forma descrita en esta
memoria, tal como proteinas nativas, variantes, derivados, oligémeros, y fragmentos biolégicamente activos. En reali-
zaciones particulares, la composicién comprende un polipéptido soluble o un oligémero que comprende polipéptidos
solubles de la invencion.

Regiones particulares de interés en el polipéptido IL-1 zeta pueden derivarse del modelo molecular proporcionado
en la Figura 2, que representa la estructura secundaria de la molécula. El modelo estd basado en las estructuras crista-
linas de IL-18 e IL-1ra. En la figura, las cadenas 8 se muestran en color amarillo, indicdndose su direccién por la punta
de flecha. Las vueltas 8 se muestran en color azul, y las espirales se muestran en color verde. El modelo demuestra
que es posible superponer la estructura de IL-1 zeta sobre la estructura de IL-15 e IL-1ra sin deformar la molécula.
El alto grado de confianza en este modelo molecular permite utilizar el mismo en el disefio racional de farmacos para
generar moléculas terapéuticas derivadas de IL-1 zeta.

En esta memoria se proporcionan composiciones que comprenden una cantidad eficaz de un polipéptido de la
presente invencién, en combinacién con otros componentes tales como un diluyente, vehiculo, o excipiente fisiol6gi-
camente aceptable. Los polipéptidos pueden formularse de acuerdo con métodos conocidos utilizados para preparar
composiciones farmacéuticamente utiles. Los mismos pueden combinarse en mezcla, sea como el material activo Uni-
co o con otros materiales activos conocidos adecuados para una indicacién dada, con diluyentes farmacéuticamente
aceptables (v.g., solucién salina, Tris-HCI, acetato, y soluciones tamponadas con fosfato), conservantes (v.g., timero-
sal, alcohol bencilico, parabenes), emulsionantes, solubilizantes, adyuvantes y/o vehiculos. Formulaciones adecuadas
para composiciones farmacéuticas incluyen las descritas en Remington’s Pharmaceutical Sciences, edicién 16*, Mack
Publishing Company, Easton, PA, 1980.

Adicionalmente, tales composiciones pueden complejarse con polietilenglicol (PEG), iones metdlicos, o incorpo-
rarse en compuestos polimeros tales como poli(dcido acético), poli(dcido glicélico); hidrogeles, dextrano, etc., o in-
corporarse en liposomas, microemulsiones, micelas, vesiculas unilaminares o multilaminares, sombras de eritrocitos
o esferoblastos. Dichas composiciones influirdn en el estado fisico, la solubilidad, la estabilidad, la tasa de liberacién
in vivo, y la tasa de aclaramiento in vivo, y se eligen por tanto de acuerdo con la aplicacién propuesta.
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Las composiciones de la invencién pueden administrarse de cualquier manera adecuada, v.g., por vias tdpica, pa-
renteral, o por inhalacién. El término “parenteral” incluye inyeccidn, v.g., por las rutas subcutdnea, intravenosa, o
intramuscular, incluyendo también la administracién localizada, v.g., en un sitio de enfermedad o lesién. Se contem-
pla también la liberacién sostenida por medio de implantes. Un experto en la técnica pertinente reconocerd que las
dosis adecuadas variardn, dependiendo de factores tales como la naturaleza del trastorno a tratar, el peso corporal del
paciente, la edad, y el estado general, asi como la ruta de administracion.

Las dosis preliminares pueden determinarse de acuerdo con tests en animales, y la escalacién de las dosis para
administracién humana se realiza de acuerdo con practicas aceptadas en la técnica.

Se contemplan también composiciones que comprenden 4cidos nucleicos en formulaciones fisiolégicamente acep-
tables. El DNA puede formularse para inyeccién, por ejemplo.

Agentes de Investigacion

Otro uso de los polipéptidos descritos en esta memoria es como herramienta de investigacion para el estudio de
los efectos bioldgicos que son resultado de las interacciones de IL-1 zeta, o cualquiera de sus variantes de corte y
empalme, con su pareja de fijacion, y de Xrec2 con su pareja de fijacion, o de la inhibicién de estas interacciones,
en tipos de células diferentes. Los polipéptidos pueden emplearse también en ensayos in vitro para deteccién de IL-1
zeta, Xrec2, las parejas de fijacion respectivas o las interacciones de las mismas.

Los polipéptidos descritos en esta memoria pueden utilizarse para estudiar la transduccion de sefiales celulares.
Los ligandos y receptores de la familia IL-1 juegan un papel fundamental en la proteccién contra la infeccion y las
respuestas inmunitarias de inflamacién que incluyen transduccién de sefiales celulares, activacion de células endote-
liales vasculares y linfocitos, induccién de citoquinas inflamatorias, proteinas de fase aguda, hematopoyesis, fiebre,
resorcién 6sea, prostaglandinas, metaloproteinasas, y moléculas de adhesién. Con el aumento continuado en el niimero
de miembros de la familia de IL-1 conocidos, un esquema de clasificacién adecuado es uno basado en la comparacién
de la estructura y la funcién de los polipéptidos (activacién y propiedades reguladoras). Asi pues, IL-1 zeta, TDZ.1,
TDZ.2,y TDZ.3, al igual que otros ligandos de la familia IL-1 (IL-1a, IL-18, e IL-18) y Xrec2, al igual que otros recep-
tores de la familia IL-1R (IL-1R1, IL-1RII, IL-1rp1, y AcPL), podrian estar implicados probablemente en muchas de
las funciones arriba indicadas asi como promover respuestas inflamatorias y estar implicados quizds por consiguiente
en la etiologia y el mantenimiento de las enfermedades inflamatorias y/o autoinmunes tales como artritis reumatoide,
enfermedad inflamatoria del intestino, y psoriasis. Como tales, las alteraciones en la expresion y/o activacién de los
polipéptidos descritos en esta memoria pueden tener efectos profundos sobre una plétora de procesos multicelulares
que incluyen, pero sin cardcter limitante, activacion o inhibicidn de respuestas especificas de las células y proliferacién
celular. La expresion de IL- zeta 1 clonada, TDZ.1, TDZ.2, TDZ.3, Xrec2, o de mutantes funcionalmente inactivos
de la misma puede utilizarse para identificar el papel que juega una proteina particular en la mediacién de sucesos de
sefializacién especificos.

La sefializacion celular implica a menudo una cascada de activaciéon molecular, durante la cual un receptor pro-
paga una sefial mediada ligando-receptor por activacidn especifica de quinasas intracelulares que fosforilan sustratos
diana. Estos sustratos pueden ser a su vez quinasas que llegan a activarse después de la fosforilacion. Alternativa-
mente, aquéllos pueden ser moléculas adaptadoras que facilitan la sefializacién aguas abajo por interaccién proteina-
proteina subsiguiente a la fosforilacién. Cualquiera que sea la naturaleza de la o las moléculas sustrato, versiones
funcionalmente activas expresadas de Xrec2, variantes de corte y empalme de IL-1 zeta, IL-2 zeta, y sus parejas de
fijacion pueden utilizarse para identificar qué sustrato o sustratos han sido reconocidos y activados por los polipéptidos
de la invencién. Como tales, estos nuevos polipéptidos pueden ser utilizados como reactivos para identificar nuevas
moléculas implicadas en caminos de transduccién de sefiales.

Identificacion de Proteinas Desconocidas

Una huella dactilar de péptido o polipéptido puede introducirse en o compararse con una base de datos de proteinas
conocidas para ayudar a la identificacién de la proteina desconocida utilizando espectrometria de masas (W.J. Henzel
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:5011, 5015, 1993; Fenyo et al., Electrophoresis, 19: 998-1005, 1998). Una di-
versidad de programas de software de ordenador para facilitar estas comparaciones estdn accesibles en Internet, tales
como Protein Prospector (sitio de Internet: prospector.uscf.edu), Multildent (sitio de Internet: www.expasy.ch/sprot/
multiident.html), PeptideSearch (sitio de Internet: www.mann.embl-heiedelberg.de...deSearch/FR_PeptideSearch
Form.html), y ProFound (sitio de Internet: www.chait-sgi.rockefeller.edu/cgi-bin/prot-id-frag.html). Estos programas
permiten al usuario especificar el agente de escision y los pesos moleculares de los péptidos fragmentados dentro de
una tolerancia determinada. Los programas comparan los pesos moleculares observados con pesos moleculares de
péptidos predichos derivados de bases de datos de secuencias para ayudar a la determinacién de la identidad de la
proteina desconocida.

Adicionalmente, un producto digerido de polipéptido o péptido puede secuenciarse utilizando espectrometria de
masas en tindem (MS/MS) y la secuencia resultante puede investigarse contra bases de datos (Eng et al., J. Am. Soc.
Mass Spec., 5:976-989, 1994; M. Mann et al., Anal. Chem., 66:4390-4399, 1994; y J.A. Taylor et al., Rapid Comm.
Mass Spec., 11:1067-1075, 1997). Programas de bisqueda que pueden utilizarse en este proceso existen en Internet,
tales como Lutefisk 97 (sitio de Internet: www.lsbc.com:70/Lutefisk97.html), y los programas Protein Prospector,
Peptide Search y ProFound descritos anteriormente.
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Por consiguiente, la adicién de la secuencia de un gen y su secuencia proteinica predicha y fragmentos peptidicos
a una base de datos de secuencias puede contribuir a la identificacién de proteinas desconocidas utilizando espectro-
metria de masas.

Anticuerpos

Se proporcionan en esta memoria anticuerpos que son inmunorreactivos con los polipéptidos de la invencién. Tales
anticuerpos se fijan especificamente a los polipéptidos por la via de los sitios de fijacién de antigeno del anticuerpo (en
oposicion a la fijacion inespecifica). Asi pues, los polipéptidos, fragmentos, variantes, proteinas de fusion, etc., como
se ha indicado arriba pueden emplearse como “inmundgenos” en la produccién de anticuerpos inmunorreactivos con
ellos. Mds especificamente, los polipéptidos, fragmentos, variantes, proteinas de fusion, etc., contienen determinantes
o epitopes antigénicos que suscitan la formacién de anticuerpos.

Estos determinantes antigénicos o epitopes pueden ser lineales o de conformacién (discontinuos). Los epitopes
lineales estdn compuestos de una seccioén simple de aminodcidos del polipéptido, mientras que los epitopes de con-
formacién o discontinuos estdn compuestos de secciones de aminodcidos de diferentes regiones de la cadena del
polipéptido que se sitiian en proximidad estrecha después del plegado de la proteina (C.A. Janeway, Jr. y P. Travers,
ImmunoBiology, 3: 9, Garland Publishing Inc., 2* edicién, 1996). Dado que las proteinas plegadas tienen superficies
complejas, el nimero de epitopes disponible es muy numeroso; sin embargo, debido a la conformacién de la proteina
y a impedimentos estéricos, el nimero de anticuerpos que se fijan actualmente a los epitopes es menor que el nimero
de epitopes disponibles (C.A., Janeway, Jr. y P. Travers, ImmunoBiology, 2: 14, Garland Publishing Inc., 2* edicin,
1996). Los epitopes pueden identificarse por cualquiera de los métodos conocidos en la técnica.

Los epitopes antigénicos de los polipéptidos de la invencion son ttiles para generacién de anticuerpos, en parti-
cular anticuerpos monoclonales, como se describe con mayor detalle mas adelante. Adicionalmente, los epitopes de
los polipéptidos de la invencién pueden utilizarse como reactivos de investigacion, en ensayos, y para purificacion de
anticuerpos especificos de fijacion de sustancias tales como sueros policlonales o sobrenadantes de hibridomas culti-
vados. Tales epitopes o variantes de los mismos pueden producirse utilizando métodos bien conocidos en la técnica
tales como sintesis en fase sélida, escisiéon quimica o enzimdtica de un polipéptido, o utilizacién de tecnologia de
DNA recombinante. En cuanto a los anticuerpos que pueden ser provocados por los epitopes de los polipéptidos de
la invencion, tanto si los epitopes han sido aislados como si forman parte de los polipéptidos, pueden prepararse anti-
cuerpos tanto policlonales como monoclonales por técnicas convencionales. Véase, por ejemplo, Kennet et al. (eds.),
Monoclonal Antibodies, Hvbridomas: A New Dimension in Biological Analyses, Plenum Press, Nueva York, 1980; y
Harlow y Land (eds.), Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
NY, 1988.

Se contemplan también en esta memoria lineas de células de hibridoma que producen anticuerpos monoclonales
especificos para los polipéptidos de la invencién. Tales hibridomas pueden producirse e identificarse por técnicas
convencionales. Un método para la produccién de una linea de células de hibridoma de este tipo comprende inmunizar
un animal con un polipéptido; cosechar células del bazo del animal inmunizado; fusionar dichas células de bazo
con una linea de células de mieloma, generando con ello células de hibridoma; e identificar una linea de células de
hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal que se fija al polipéptido. Los anticuerpos monoclonales pueden
recuperarse por técnicas convencionales.

Los anticuerpos monoclonales de la presente invencion incluyen anticuerpos quiméricos, v.g., versiones humaniza-
das de anticuerpos monoclonales murinos. Tales anticuerpos humanizados pueden prepararse por técnicas conocidas y
ofrecen la ventaja de una inmunogenicidad reducida cuando los anticuerpos se administran a humanos. En una realiza-
cién, un anticuerpo monoclonal humanizado comprende la regién variable de un anticuerpo murino (o precisamente el
sitio de fijacion de antigeno del mismo) y una regién constante derivada de un anticuerpo humano. Alternativamente,
un fragmento de anticuerpo humanizado puede comprender el sitio de fijacion de antigeno de un anticuerpo monoclo-
nal murino y un fragmento de region variable (que carece del sitio de fijacién de antigeno) derivado de un anticuerpo
humano. Procedimientos para la produccién de anticuerpos quiméricos y otros anticuerpos monoclonales modificados
por ingenieria genética incluyen los descritos en Riechmann et al., Nature, 322: 323, 1988; Liu et al., PNAS, 84: 3439,
1987; Larrick et al., Bio/Technology, 7: 934, 1989; y Winter et al., TIPS, 14: 139, 1993. Procedimientos para generar
anticuerpos transgénicamente pueden encontrarse en GB 2.272.440, en las Patentes US nims. 5.569.825 y 5.545.806,
y patentes afines que reivindican prioridad respecto a las mismas.

Estin abarcados también por la presente invencion fragmentos de fijacién de antigeno de los anticuerpos, que
pueden producirse por técnicas convencionales. Ejemplos de tales fragmentos incluyen, pero sin caricter limitante,
fragmentos Fab y F(ab’),. Se proporcionan también fragmentos de anticuerpos y derivados producidos por técnicas de
ingenieria genética.

En una realizacién, los anticuerpos son especificos para los polipéptidos de la presente invencién y no reaccionan

de manera cruzada con otras proteinas. Procedimientos de cribado por los cuales pueden identificarse tales anticuerpos
son bien conocidos, y pueden implicar cromatografia de inmunoafinidad, por ejemplo.
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Usos de los Mismos

Los anticuerpos de la invencién pueden utilizarse en ensayos para detectar la presencia de los polipéptidos o
fragmentos de la invencion, sea in vitro o in vivo. Los anticuerpos pueden emplearse también en la purificacién de
polipéptidos o fragmentos de la invencién por cromatografia de inmunoafinidad.

Aquellos anticuerpos que pueden bloquear adicionalmente la fijacion de los polipéptidos de la invencion a la pareja
de fijacion pueden utilizarse para inhibir una actividad bioldgica que sea resultado de dicha fijacion. Tales anticuer-
pos bloqueantes pueden identificarse utilizando cualquier procedimiento de ensayo adecuado. Alternativamente, los
anticuerpos bloqueantes pueden identificarse en ensayos respecto a la capacidad de inhibir un efecto biol6gico que es
resultado de la fijacion de los polipéptidos de la invencién a sus parejas de fijacion a las células diana. Los anticuer-
pos pueden ensayarse respecto a la aptitud para inhibir la lisis celular mediada por IL-1 zeta, mediada por Xrec2, o
mediada por la pareja de fijacion, por ejemplo.

Un anticuerpo de este tipo puede emplearse en un procedimiento in vitro, o administrarse in vivo para inhibir una
actividad biolégica mediada por la entidad que generé el anticuerpo. De este modo pueden tratarse trastornos causados
o exacerbados (directa o indirectamente) por la interaccién de los polipéptidos de la invencién con la pareja de fijacion.
Un método terapéutico implica la administracién in vivo de un anticuerpo bloqueante a un mamifero en una cantidad
eficaz para inhibir una actividad biolégica mediada por una pareja de fijacién. Generalmente se prefieren anticuerpos
monoclonales para uso en tales métodos terapéuticos. En una realizacion, se emplea un fragmento de anticuerpo de
fijacion de antigeno.

Los anticuerpos pueden cribarse respecto a propiedades agonistas (es decir, mimetizadoras de ligandos). Tales
anticuerpos, después de la fijacién a un receptor de la superficie celular, inducen efectos bioldgicos (v.g., transduccién
de seiiales bioldgicas) similares a los efectos bioldgicos inducidos cuando se fija IL-1 a receptores de IL-1 en la
superficie celular. Los anticuerpos agonistas pueden utilizarse para activar células endoteliales vasculares y linfocitos,
inducir destruccién de tejido local y fiebre (Janeway et al., 1996), estimular los macréfagos y células endoteliales
vasculares para producir IL-6, y regular en sentido creciente moléculas que se encuentran en la superficie de las
células endoteliales vasculares.

Se proporcionan en esta memoria composiciones que comprenden un anticuerpo que estd dirigido contra los poli-
péptidos de la invencidn, y un diluyente, excipiente, o vehiculo fisiolégicamente aceptable. Componentes adecuados
de dichas composiciones son como se ha descrito arriba para composiciones que contienen los polipéptidos de la
invencion.

Se proporcionan también en esta memoria conjugados que comprenden un agente detectable (v.g., diagndstico)
o terapéutico, unido al anticuerpo. Ejemplos de tales agentes se han presentado arriba. Los conjugados encuentran
aplicacién en procedimientos tanto in vivo como in vitro.

Los ejemplos que siguen se proporcionan para ilustrar adicionalmente realizaciones particulares de la invencion,
y no deben interpretarse como limitantes del alcance de la presente invencion. Debe indicarse que IL-1 zeta, TDZ.1,
TDZ.2 y TDZ.3 no caen dentro del alcance de la presente invencion.

Ejemplo 1
Aislamiento de los Acidos Nucleicos de IL-1 zeta y Xrec2

La secuencia del 4cido nucleico de IL-1 zeta humana se obtuvo por secuenciacion del clon EST IMAGE, 1.628.761,
acceso #AI014548) que codifica un marco de lectura parcial abierto (ORF). Se cribaron varias genotecas de cDNA
con iniciadores internos para determinar el patron de expresion del polipéptido. Después de realizar 1a PCR utilizando
dos iniciadores internos de la secuencia de IL-1 zeta humana, las genotecas de cDNA siguientes resultaron positivas
respecto a las secuencias de IL-1 zeta: estromal de médula 6sea, tumor pancredtico humano, y Raji (linea de células
D). Los clones de IL-1 zeta se aislaron de las secuencias DNA gendémico humano, genotecas estromales de la médula
6sea y de tumor de pancreas humano, y se secuenciaron.

Se obtuvieron secuencias de Xrec2 humana por secuenciacioén de alta potencia, PCR, y reacciones 5° RACE. La
secuenciacién por perdigonada de alta potencia de la regién cromosémica Xpl1 produjo secuencias para los exones
4-6 de Xrec2 (nimeros de acceso a GenBank AL031466 y AL031575). Andlogamente, la secuencia de la regién
cromosomica Xp2-164-166 (nimero de acceso a GenBank AC005748) proporciond secuencias para los exones 10-12
de Xrec2.

Se llevé a cabo una PCR (40 ciclos) sobre cDNA monocatenario de cerebro humano utilizando iniciadores (10
picomoles/reaccién) con los exones 5y 11y polimerasa Hotstar Taq) (Qiagen, Valencia, CA), generando una secuencia
para los exones 7-9. Las reacciones 5’ RACE se llevaron a cabo luego utilizando cDNA de testiculos e iniciadores
anidados dentro del exén 4 para obtener las secuencias del exén 3 que contenian la metionina iniciadora predicha.
Tanto la PCR como las reacciones RACE 5’ se efectuaron utilizando protocolos estandar.
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Ejemplo 2
Uso de los Polipéptidos IL-1 zeta y Xrec2 Purificados
ELISA Especifico del Polipéptido

Se recubren diluciones seriadas de muestras que contienen IL-1 zeta o Xrec2 (en NaHCO; 50 mM, llevado a pH
9 con NaOH), en placas de microtitulacion Linbro/Titertek de 96 pocillos con fondo plano E.ILA. (ICN Biomedicals
Inc., Aurora, OH) a 100:1/pocillo. Después de incubacién a 4°C durante 16 horas, se lavan los pocillos 6 veces con
PBS 200:1 que contiene 0,05% de Tween-20 (PBS-Tween). Los pocillos se incuban luego con la pareja de fijacién
FLAG® a razén de 1 mg/ml en PBS-Tween con 5% de suero de ternero fetal (FCS) durante 90 minutos (100:1 por
pocillo), seguido por lavado como anteriormente. A continuacién, se incuba cada pocillo con el anti-FLAG® (anti-
cuerpo monoclonal M2 a 1 mg/ml en PBS-Tween que contiene 5% de FCS durante 90 minutos (100:1 por pocillo),
seguido por lavado como anteriormente. A continuacién, se incuban los pocillos con un anticuerpo policlonal de cabra
especifico anti-IgG 1 conjugado a peroxidasa de rdbano picante) (una dilucién 1:5000 del stock comercial en PBS-
Tween que contiene 5% de FCS) durante 90 minutos (100:1 por pocillo). El anticuerpo conjugado a HRP se obtiene
de Southern Biotechnology Associates, Inc., Birmingham, Alabama. Los pocillos se lavan luego seis veces, como
anteriormente.

Para el desarrollo del ensayo ELISA, se afiade a los pocillos una mezcla de sustrato [100:1 por pocillo de una pre-
mezcla 1:1 del Sustrato de Peroxidasa TNB y solucién B de peroxidasa (Kirkegaard Perry Laboratories, Gaithersburg,
Maryland)]. Después de una reaccién de color suficiente, la reaccién enzimatica se termina por adicién de H,SO, 2N
(50:1 por pocillo). La intensidad de color (que indica la fijacién ligando-receptor) se determina por medicién de la
extincion a 450 nm en un lector de placas V Max (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

Ejemplo 3
Secuencias de Aminodcidos

Las secuencias de aminodcidos de IL-1 zeta y Xrec2 se determinaron por traduccién de las secuencias nucleotidicas
completas de SEQ ID NOs: 1y 2, respectivamente.

Ejemplo 4
Secuencias de DNA y Aminodcidos

Las secuencias de dcido nucleico de IL-1 zeta y Xrec2 se determinaron por secuenciacion estdndar bicatenaria de
la secuencia compuesta de los clones EST IMAGE (acceso #A1014548 (IL-1 zeta) y #AL031575 y #AC005748 (Xrec-
2)) y de secuencias adicionales obtenidas de PCR y reacciones 5° RACE.

La secuencia de nucleétidos del DNA aislado de IL-1 zeta y Xrec2 y la secuencia de aminodcidos codificada por
ella se presentan en SEQ ID NOs: 1-4. La secuencia del fragmento de DNA de IL-1 zeta aislado por PCR corresponde
a los nucledtidos 1 a 579 de SEQ ID NO: 1, que codifican los aminodcidos 1 a 192 de SEQ ID NO: 3; y la secuencia
del fragmento de DNA de Xrec2 aislado también por PCR corresponde a los nucleétidos 1 a 2088 de SEQ ID NO: 2,
que codifican los aminodcidos 1 a 698 de SEQ ID NO: 4.

Las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NO: 3 y 4 contienen una homologia importante con otros miembros
conocidos de la familia de ligandos y receptores de IL-1, respectivamente.

Ejemplo 5
Anticuerpos Monoclonales que Fijan los Polipéptidos de la Invencion

Este ejemplo ilustra un método para preparacion de anticuerpos monoclonales que fijan el polipéptido IL-1 zeta.
El mismo protocolo puede utilizarse para producir anticuerpos monoclonales que fijan el polipéptido Xrec2. Inmu-
négenos adecuados que pueden emplearse en la generacion de tales anticuerpos incluyen, pero sin caricter limitante,
el polipéptido purificado de IL-1 zeta o un fragmento inmundégeno del mismo tal como el dominio extracelular, o
proteinas de fusién que contienen IL-1 zeta (v.g., una proteina de fusién soluble IL-1 zeta/Fc).

El polipéptido IL-1 zeta purificado puede utilizarse para generar anticuerpos monoclonales inmunorreactivos con
¢é1, utilizando técnicas convencionales tales como las descritas en la Patente U.S. 4.411.493. Resumidamente, se inmu-
nizan ratones con inmundgeno de IL-1 zeta emulsionado en adyuvante de Freund completo, y se inyectan en cantida-
des comprendidas entre 10 y 100 ug por via subcutdnea o intraperitoneal. Diez a veinte dias mas tarde, los animales
inmunizados se refuerzan con IL-1 zeta adicional emulsionado en adyuvante de Freund incompleto. Los ratones se re-
fuerzan periddicamente después de ello de acuerdo con un protocolo de inmunizacién semanal a bisemanal. Se toman
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periédicamente muestras de suero por sangrado retro-orbital o excisién en la punta de la cola para testar respecto a los
anticuerpos de IL-1 zeta por ensayo de transferencia de puntos, ELISA (Ensayo de Inmunosorbente Unido a Enzima)
o por inhibicién de la fijacion del receptor de IL-1 zeta. Después de la deteccién de un titulo de anticuerpos apropiado,
se proporciona a los animales positivos una dltima inyeccién intravenosa de IL-1 zeta en solucién salina. Tres a cuatro
dias mds tarde, se sacrifican los animales, se recogen células del bazo, y se fusionan las células del bazo con una linea
de células de mieloma murino (v.g., NS1 o preferiblemente P3x63Ag8.653 (ATCC CRL 1580). Las fusiones generan
células de hibridoma, que se extienden en placas de microtitulacién miltiples en un medio selectivo HAT (hipoxantina,
aminopterina y timidina) para inhibir la proliferacién de las células no fusionadas, hibridos de mieloma, e hibridos de
células de bazo.

Las células de hibridoma se criban por ELISA respecto a la reactividad frente a IL-1 zeta purificada por adapta-
ciones de las técnicas descritas en Engvall et al., Immunochem., 8: 871: 1971 y en la Patente U.S. 4.703.004. Una
técnica de cribado preferida es la técnica de captura de anticuerpos descrita en Beckmann et al., J. Immunol., 144:
4212, 1990. Las células de hibridoma positivas pueden inyectarse intraperitonealmente en ratones BALB/c singénicos
para producir ascitis que contiene concentraciones altas de anticuerpos monoclonales anti-IL-1 zeta. Alternativamen-
te, las células de hibridoma pueden dejarse cultivar in vitro en matraces o botellas rodantes por diversas técnicas. Los
anticuerpos monoclonales producidos en la ascitis de ratén pueden purificarse por precipitacion con sulfato de amonio,
seguida por cromatografia de exclusion con gel. Alternativamente, puede utilizarse también cromatografia de afinidad
basada en la fijacién del anticuerpo a Proteina A o Proteina G, al igual que cromatografia de afinidad basada en la
fijacién a IL-1 zeta.

Ejemplo 6
Distribucion Tisular de mRNA de Xrec2

La distribucion tisular de mRNA de Xrec2 se investigd por andlisis mediante transferencia Northern, como sigue.
Se afiadié una parte alicuota de una ribosonda de Xrec2 a dos transferencias Northern de tejido humano diferentes
(Clontech, Palo Alto, CA; Biochain, Palo Alto, CA). Las manchas se hibridaron en 10X solucién de Denhardt, Tris
50 mM de pH 7,5, NaCl 900 mM, 0,1% pirofosfato de Na, 1% SDS, y 200 ug/ml de DNA de esperma de salmén. La
hibridacién se llevo a cabo durante una noche a 63°C en formamida al 50% como se ha descrito previamente (March et
al., Nature 315: 641-647, 1985). Se lavaron luego las manchas con 2X SSC, 0,1% SDS a 68°C durante 30 minutos. Las
células y los tejidos con los niveles maximos de mRNA de Xrec2 se determinaron por comparacioén con los controles,
sondando con una sonda especifica de -actina.

Se detecté Xrec2 en los tejidos humanos de cerebro y corazén, y en menor proporcién en el ovario. En estos
tejidos, se detectaron dos mRNAs de Xrec2, un transcrito de 7,5 kb y un transcrito de 10,0 kb. Se detectd un transcrito
de Xrec2 de 8,0 kb en el musculo esquelético. El analisis PCR de un panel de cDNA de tejidos humanos detectd
mRNA de Xrec2 en corazén, cerebro y ovario y en menor proporcion en amigdala, higado fetal, préstata, testiculos,
intestino delgado y colon, pero no en bazo, ganglio linfético, timo, médula dsea, leucocitos, placenta, pulmén, higado,
musculo esquelético, rifién o pancreas.

Siguiendo los procedimientos arriba descritos, se sond6 con Xrec2 una transferencia Northern de RNA aislado de
células tumorales. Se detectd un transcrito de 8,0 kb que se hibridaba débilmente a la sonda en SW480, una linea de
células de adenocarcinoma colorrectal. No se detectaron transcritos de Xrec2 en HL-60 (leucemia promielocitica), S3
(células HeLa), K-562 (leucemia miel6gena crénica), MOLT-4 (leucemia linfoblastica), Raji (linfoma de Burkitt), AS
49 (carcinoma de pulmén) o G391 (células de melanoma).

Ejemplo 7
Ensayo de Fijacion para IL-1 zeta

Puede expresarse y testarse IL-1 zeta de longitud total respecto a la capacidad para fijarse a los receptores de IL-1
zeta. El ensayo de fijacién puede realizarse como sigue.

Se emplea en el ensayo una proteina de fusion que comprende un péptido de cremallera de leucina fusionado al
término N de un polipéptido soluble de IL-1 zeta (LZ-IL-1-zeta). Se prepara una construccion de expresion, esen-
cialmente como se describe para la preparacién de la construccién de expresion FLAG® (IL-1-zeta) en Wiley et al.,
Immunity, 3: 673-682, 1995), excepto que el DNA codificante del péptido FLAG® se reemplazé con una secuencia
que codificaba una cremallera de leucina modificada que permite la trimerizacién. La construccién, en el vector de
expresiéon pDC409, codifica una secuencia conductora derivada del citomegalovirus humano, seguida por el resto de
cremallera de leucina fusionado al término N de un polipéptido soluble de IL-1 zeta. El LZ-IL-1 zeta se expresa en
células CHO, y se purifica a partir del sobrenadante de cultivo.

El vector de expresion designado pDC409 es un vector de expresion de mamifero derivado del vector pDC406
descrito en McMabhan et al. EMBO J., 10: 2821-2832, 1991). Caracteristicas afiadidas a pDC409 (comparado por
pDC406) incluyen sitios de restriccion singulares adicionales en el sitio de clonacién mdltiple (mcs); tres codones de
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parada (uno en cada marco de lectura) situados aguas abajo del mcs; y un promotor de polimerasa T7, aguas abajo del
mcs, que facilita la secuenciacién del DNA insertado en el mcs.

Para la expresion de la proteina IL-1 zeta humana de longitud total, se amplifica la regién codificante entera (es
decir, la secuencia de DNA presentada en SEQ ID NO: 1) por la reaccion en cadena de polimerasa (PCR). El molde
empleado en la PCR es el clon de cDNA aislado de una genoteca de cDNA (de tumor pancredtico), como se describe
en el Ejemplo 1. El DNA aislado y amplificado se inserta en el vector de expresiéon pDC409, para producir una
construccién designada pDC409-1L-1-zeta.

El polipéptido LZ-IL-1 zeta se emplea para testar la capacidad de fijacion a las células hospedadoras que expresan
receptores de Il-1 zeta recombinantes o enddgenos, como se ha expuesto anteriormente. Las células que expresan el
receptor de IL-1 zeta se cultivan en DMEM suplementado con suero bovino fetal al 10%, penicilina, estreptomicina,
y glutamina. Las células se incuban con LZ-IL-1 zeta (5 mg/ml) durante aproximadamente 1 hora. Después de la
incubacion, se lavan las células para eliminar el LZ-IL-1 zeta no fijado y se incuban con un anticuerpo monoclonal
biotinilado anti-LZ (5 mg/ml) y estreptavidina conjugada con ficoeritrina (1:400), antes del anélisis por escaneo de las
células activado por fluorescencia (FACS). El andlisis citométrico se realiza en un FACscan (Becton Dickinson, San
Jose, CA).

Las células que expresan receptores de IL-1 zeta exhibirdn una fijacién significativamente incrementada de IL-1
zeta, comparadas con las células de control que no expresan los receptores de IL-1 zeta.

Ejemplo 8
Identificacion y Distribucion Tisular de IL-1 Zeta y sus Variantes de Corte y Empalme, TDZ.1, TDZ.2 y TDZ.3

La expresion de IL-1 zeta en diversos tejidos humanos se examiné por RT PCR con iniciadores especificos de IL-1
zeta o por cribado de genotecas de cDNA con una sonda radiomarcada de DNA derivada del EST de IL-1 zeta descrito
en el Ejemplo 1. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

En la Tabla 2, “-” indica que en estos experimentos no se detectaba mRNA de IL-1 zeta en el tejido o linea de
células particular analizado(a). Dadas las limitaciones de los ensayos utilizados, se reconocerd que el “+” implica
solamente que IL-1 zeta no era detectado en un tejido particular en un experimento particular y no implica que IL-1
zeta no se exprese nunca en dicho tejido. Adicionalmente, los patrones de expresion variables podrian explicarse por
los diferentes lotes del material de procedencia del RNA que se utilizé para generar los paneles de tejidos de cDNA.

Los resultados positivos se obtuvieron como sigue: “a”, por andlisis PCR de un panel de cDNAs de la primera
cadena (Clontech); “b”, por cribado de genotecas de cDNA; “c”, por la existencia de un EST; y “d”, por anélisis
PCR de un RNA individual. “e” indica que la expresion del gen se incrementaba por adicién de LPS a las células.
En la columna de procedencia para los tejidos, “agrupacion” era una mezcla de células de pulmoén fetal, testiculos y
células B. En la columna de procedencia para las lineas de células humanas, “macréfago-1" era THP-1, “macréfago-
2” era U937; “estroma BM” era una linea de células estrométicas de médula ésea no publicada, IMTLH, obtenida de
Immunex; “hemat. temprana” era la linea hematopoyética precursora HL60; y “tumor panc.” era HPT-4.

Como se muestra en la Tabla, se detecté mRNA de IL-1 zeta en ganglios linfaticos, timo, estroma de médula 6sea,
pulmén, testiculos y placenta humanos. Adicionalmente, se detecté6 mRNA de IL-1 zeta en las lineas de células de

macréfagos humanas THP-1 y U937, 1a linea de células hematopoyéticas precursoras HL60, y la linea de células de
tumor pancredtico HPT-4.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA II

PROCEDENCIA

IL-1 ZETA

Tejido Humano

Bazo

Ganglio linfatico

Timo

Amigdala

Médula 6sea

Higado fetal

Leucocitos

Corazon

Placenta

Pulmon

Higado

Musculo esquelético

Rifién

Pancreas

Préstata

Testiculo

Ovario

Intestino delgado

Colon

Tumor de colon

Agrupacion

Lineas de células humanas

Macréfago-1

Macrofago-2

Estroma BM

Hemat. temprana

Tumor panc.
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La distribucion tisular de IL-1 zeta se comparé también con la distribucién tisular de Tango-77 (WO 99/06426),
una forma cortada y empalmada alternativamente de IL-1 zeta, utilizando RT PCR. Los iniciadores utilizados en la
RT PCR eran iniciadores 5’ especificos para el primer exén de Tango-77 (exén (1) en la Figura 1) o el primer exén
de IL-1 zeta (ex6n (3) en la Figura 1) en combinacion con un iniciador 3’ comun derivado del exén terminal comun
(ex6n (6) en la Figura 1). Las reacciones PCR se llevaron a cabo utilizando cDNA de la primera cadena de fuentes de
tejido humano multiples adquiridas de Clontech, Palo Alto, CA. Se detectaron productos PCR del tamafio predicho
asi como varios productos PCR adicionales de tamafio diferente. Tres productos PCR de tamafios diferentes que el
tamafio predicho se aislaron y se utilizaron para obtener informacién de secuencia de cDNAs de tejidos mdltiples. El
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aislamiento y la caracterizacién de estos productos PCR revelaron tres nuevas variantes de corte y empalme de IL-
1 zeta. Las secuencias de 4dcido nucleico de estas variantes de corte y empalme se representan por SEQ ID NO: 5,
6, y 7, que codifican las secuencias de aminodcido representadas por SEQ ID NOs: 8, 9, y 10, respectivamente. La
organizacion y relacion de estas variantes de corte y empalme se muestra en la Figura 1.

Los variantes de corte y empalme se designaron TDZ.1, TDZ.2, y TDZ.3 (Testis -Derived Zeta Variants), debido
a que se expresan todas ellas en el testiculo. El testiculo es un tejido de expresién comtn; sin embargo, no es el tnico
tejido de expresion. La Tabla III muestra los resultados de un estudio de expresién tisular para IL-1 zeta, Tango-
77, TDZ.1, TDZ.2, y TDZ.3. TDZ.1 y TDZ.2 contienen los exones 4, 5, y 6, representados en la Figura 1, que
corresponden a los tres ultimos exones de IL-1 zeta y corresponden al dominio estructural conservado de la molécula.
Cuando se alinean con otros miembros de la familia IL-1, se demuestra que los exones 4, 5, y 6 contienen muchos
residuos conservados dentro de motivos estructurales conservados.

Se observa un polimorfismo de Tango-77 en el exén (2) de la Figura 1. En los cDNAs aislados, existe una valina

en lugar de una glicina en el tercer residuo del exén (2). En la secuencia de Tango-77, la secuencia de aminoécidos es
PAGSPLEP (SEQ ID NO: 14). En el polimorfismo, la secuencia de PAVSPLEP (SEQ ID NO: 15).

TABLA III

Distribucion tisular de IL-1 zeta y variantes de corte y empalme de IL-1 zeta

Tejido IL-1Z Tango-77 TDZ.1 TDZ.2 TDZ.3
Rifi6n - - + _ ;
Pancreas - - - - -
Musculo esquelético - - + - N
Corazén - + - - -
Testiculo + + + + ¥
Prostata + - + - -
Bazo - - - - -
Ovario - + + - -
Timo - - - - -
Colon + + + - -
Leucocitos - - - - _
Intestino delgado - + + - -
Higado - + + - -
Cerebro + - - - -
Placenta + + + - +
Pulmén + + + - +
Amigdala - + + - -
Higado fetal + + + - -
Ganglio linfatico + + + - -
Médula 6sea - + + + +
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Ejemplo 9
Actividad de Senializacion de Xrec2

Se clon6 Xrec2 de longitud total en el vector de expresion pDC304. El vector resultante y un pldsmido informador
de luciferasa dirigido por NF«B se utilizaron para transfectar células COS7 por el método DEAE-Dextrano como ha
sido descrito previamente en Born et al., J. Biol. Chem., 273:29445-29450, 1998. Cuando las células transfectadas
se estimularon durante 4 horas con IL-1a (10 ng/ml), IL-18 (10 ng/ml) o hIL-18 (40 ng/ml), no se detect6 actividad
alguna de luciferasa.

Varios miembros conocidos de la familia IL-1R son receptores huérfanos para los cuales no se ha identificado
todavia ningtn ligando cognado conocido. Ejemplos de tales receptores huérfanos incluyen IL-1Rrp2, T1/ST2 y SI-
GIRR. Varios de estos receptores huérfanos pueden, sin embargo, mediar la activacion de la transcripcion en respuesta
a IL-1, cuando se expresan como moléculas quiméricas con los dominios de IL-1R extracelulares y transmembranales
(IL-1Rextm) fusionados al dominio citopldsmico del receptor huérfano. Por ejemplo, una quimera IL-1Rextm que
contiene el dominio citopldsmico de T1/ST2 es capaz de mediar la activacién de la transcripcion en respuesta a la
estimulacion por IL-1, como se resefia en Mitcham et al., J. Biol. Chem., 271:5777-5783, 1996.

Para testar la aptitud de Xrec2 para mediar la activacion de la transcripcion en respuesta a IL-1, se expresé el
dominio citopldsmico de Xrec2 (Xrec2cyto) (aminodcidos 382-696 de SEQ ID NO: 4) como una molécula quimé-
rica con IL-1Rextm. El IL-1Rextm-Xrec2cyto quimérico se sobreexpresaba en células COS7 junto con un pldsmido
informador de luciferasa impulsado por NF«B, como se ha descrito arriba. Después de la estimulacion por IL-1 de
estas células, no se detectaba actividad alguna de luciferasa. Como control, se sobreexpres6 IL-1R de longitud total
en células COS7, y se observé una induccién de actividad de transcripcion en respuesta a la estimulacién por IL-1 en
estas células.

El experimento se repiti6 utilizando un receptor quimérico IL-1Rextm-Xrec2cyto con una cola citopldsmica trun-
cada (aminodcidos 382-573 de SEQ ID NO: 4). De nuevo, el receptor quimérico no era sensible a IL-1 en estos
ensayos, lo que indicaba que, al contrario de algunas otros miembros de la familia IL-1R, el dominio citoplasmico de
Xrec2 no media la transduccién de senales por NF«B.

Otros miembros de la familia de receptores de IL-1 funcionan como subunidades accesorias, similares a la IL-1R
AcP, que es un componente de sefializacién requerido de IL-1R del tipo I. Para determinar si Xrec2 funciona como
una subunidad accesoria del receptor de IL-1, se crearon una serie de receptores quiméricos. El dominio citopldsmico
de cada miembro prototipico identificado de la familia IL-1R se fusion6 a los dominios extracelular y transmembranal
tanto de IL-1R como de AcP, dando como resultado un panel de siete quimeras IL-1R y siete quimeras AcP. Las
quimeras IL-1R y AcP se co-expresaron en todas las combinaciones posibles en una linea de células de linfoma de las
células T murinas (S49.1) por electroporacién, junto con un plasmido informador de luciferasa impulsado por NF«B.
Dos dias después de la electroporacion, las células se estimularon con IL-1@ (10 ng/ml) o IL-18 (10 ng/ml) durante 4
horas, y se evalud la actividad de luciferasa, como se ha descrito previamente en Born et al., J. Biol. Chem., 273:29445-
29450, 1998. Normalmente, las células S49.1 no son sensibles a IL-1.

Sin embargo, por sobreexpresion transitoria tanto de IL-1R como de AcP, las células S49.1 se vuelven sensibles
a IL-1. Mientras que otras moléculas semejantes a AcP cooperaban en este sistema con otras moléculas semejantes a
IL-1R para conferir sensibilidad de IL-1 a las células S49.1, Xrec2 no lo hacia asf, como una quimera IL-1R o como
una quimera AcP.
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula de 4cido nucleico aislada seleccionada del grupo constituido por:
(a) la secuencia de DNA de SEQ ID NO: 2;

(b) una molécula de 4cido nucleico aislada que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende la secuencia
de SEQID NO: 4;y

(c) una molécula de 4cido nucleico aislada degenerada de SEQ ID NO: 2 como resultado del codigo genético.

2. Un vector recombinante que dirige la expresion de la molécula de dcido nucleico de la reivindicacion 1.

3. Un polipéptido aislado codificado por la molécula de 4cido nucleico de la reivindicacién 1.

4. Un polipéptido aislado de acuerdo con la reivindicacién 3 en forma no glicosilada.

5. Un anticuerpo aislado que se fija a un polipéptido de la reivindicacién 3.

6. Un anticuerpo aislado de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.
7. Una célula hospedadora transfectada o transducida con el vector de la reivindicacion 2.

8. Un método para la produccion de un polipéptido Xrec2, que comprende cultivar una célula hospedadora de la
reivindicacion 7 en condiciones que promueven la expresion, y recuperar el polipéptido del medio de cultivo.

9. El método de la reivindicacién 8, en donde la célula hospedadora se selecciona del grupo constituido por células
bacterianas, células de levadura, células de plantas, y células animales.

10. Un oligémero que comprende un polipéptido de la reivindicacién 3.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Sims. John E.
Born. Teresa L.
Smith. Dirk E.

<120> IL-1 ZETA, VARIANTES DE CORTE Y EMPALME DE IL-1 ZETA Y DNAS Y POLIPEPTIDOS DE
XREC2

<130> 03260.0088-00304

<140>
<141>

<150> 60/112.163
<151> 14-12-1998

<150> 60/146.675
<151> 10-11-1999

<160> 15
<170> PatentIn Ver. 2,0

<210>1
<211> 579
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 1

atgtcaggct gtgataggag ggaaacagaa accaaaggaa agaacagctt taagaagege 60

ttaagaggtc caaaggtgea gaacttaaac ccgaagaaat tcagcattca tgaccaggat 120
cacaaagtac tqgtcctgga ctctgggaat ctcatagcag ttccagataa aaactacata 180
cgcccagaga tcttetttge attagectca tccttgaget cagectctgc ggagaaagga 240
agtccgattc tcctgggggt ctctaaaggg gagttttgtc tctactgtga caaggataaa 300
ggacaaagtc atccatcect tcagctgaag aaggagaaac tgatgaagct ggctgeccaa 360
aaggaatcag cacgccggee cttcatcttt tatagggctc aggtggagctc ctggaacatq 420

ctggagtcgg cggctcacce cggatggttc atctgcacct cctgcaattg taatgagect 480
gttggggtga cagataaatt tgagaacagg aaacacattg aattttcatt tcaaccagtt 540
tgcaaagctg asatgagecc cagtgaggtc agcgattag 579

<210>2
<211> 2091
<212> DNA

<213> Homo sapiens
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<400> 2

<210>3
<211> 192
<212> PRT

atgaaagctc
gttgtgacca
tatcaagttt
agaacaaatt
ggtcctggag
gactccattt
agaaactcca
ggactctgct
gaaatttcat
tggtacaagg
ctgcttataa
ggaggctttg
ccacccaage
gactctgcta
atttactgga
agtgacatta
gtggactctg
ggacgtcgéc
gctggaggcc
tacaagatag
gacaataaag
caagagactg
cattatggat
gaagatgtog
tacgtagtta
gtgactggag
taccaggaqg

cgattccaca
aaagaggctc
tggtgggaga
actcccttgce
actttgaaga
ggttccagec
cttactgtat
ataattccaa
gccgtgacat
aatgcaggac
gagaagtcag
ttgtgagaag
ttttgtatce
atctaacctg
tgaaaggaga
gaattcttaa
tggaagaagg
acgecagegt
ttggtgctat
aaatcatgct
attatgatgc
gggaagaaga
ataagttagtt
caagatgtgt
gaaggagctg
aaattaaagt

tagaggcect

ES 2325165 T3

cttgattctc
cgccgatgga
gcctgttcga
ccaaagtgct
gccaatagee
aacattgcta
gaaagtatcc
gatgaagtat
agaggatttt
dadaacatgg
agaagatgac
aactactgaa
tatggaaagt
cagagcttte
daaatttatt
ggagcatctt
tgacttggga
tctectteat
actcttgctg
cttctacagg
atacttatca
acgttttgcce
tataccagat
agatcaaagc
gagcatcttt
gattctaatt

gaaegcacacc

ttatacgcta
tgcactgact
atcaaatgtg
ggactcagtt
tttoacggaa
caggacagtg
atctcactga
tttgaaaaag
ctactgccaa
aggccaagta
attggaaatt
ttaactgtta
aaactgacaa
tttgggtaca
gaagatctgg
99g99aacagg
aattactcct
aaacgagagc
cttgtatott
aatcattttg
tacaccaaag
cttgaaatcc
agagatttaa
aagcggctga
gagctggaaa
gaatgcagtg
atcaagctcc

cttttactca
ggtctatcga
cactctttta
tgatgtggta
gtagaatgag
gtctctacac
cagtgggtga
ctgaacttag
ccagagaacc

ttgtattcaa

atacctgtga
cagcccctet
ttcaggagac
gcggagatgt
atgaaaatcg
aagtttccat
gttatgttga
taatgtacac
tggtgaccat
gagctgaaga
tggatcctga
tacctgatat
tcecaactgg
ttattgtcat
ccagacttcg
aactgagagg
tgacggtcat

gagtttgaag
tatcaagaaa
tggttatatc
caaaagttct
€332gaagaa
ctgtgtcatc

60

120
180
240
300
360

aaatgacact 420

caaaagcaag
tgaaatcctt
aagagatact
attaaaatat
gactgataag
ccagctgagt
cagtccttta
agtttgggaa
ctcattaatt
daatggaaat
agtggaactt
ctacaagtgt
gctcgatgga
ccagtggaat
gcttgaaaag
aacatacatt
gaccccaaat
dadatatgctt
aattatgaac
tagatggcat

430
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

ggaccaaaat gcaacaagtt gaactccaag ttctggaaac gtttacagta tgaaatgcct 1680
tagaacccat tacacatgag caggctttag atgtcagtga gcaagggect 1740
tgcagactgt ctcggccatt tccatggccg cggccaccte cacagetcta 1800
atccagatct ccgttctacc tttcacaaca cgtaccattc acaaatgegt 1860
actaccgaag ctatgagtac gacgtacctc ctaccggeac cctgectctt 1920
acctccatag gcaatcagca tacctactgt aacatcccta tgacactcat caacgggcag 1980
cggccacaga Caaaatcgag cagggagcag aatccagatg aggeccacac aaacagtgec 2040
atcctgcege tgttgccaag ggagaccagt atatccagtg tgatatggtg e

tttaagagga
tttggggagc
gccactgecc
cagaaacact

2091



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2325165 T3

<213> Homo sapiens

<400> 3

<210> 4
<211> 696
<212> PRT

Met Ser Gly Cys Asp Arg Arg Glu Thr Glu Thr Lys Gly Lys Asn Ser
1 5 10 15

Phe Lys Lys Arg Leu Arg Gly Pro Lys Val Lys Asn Leu Asn Pro Lys

20 25 30
Lys Phe Ser Ile His Asp GIn Asp His Lys Val Leu Val Leu Asp Ser
35 40 45
Gly Asn Leu 1le Ala Val Pro Asp Lys Asn Tyr [le Arg Pro Glu Ile
50 55 60

Phe Phe Ala Leu Ala Ser Ser Leu Ser Ser Ala Ser Ala Glu Lys Gly

65 70 75 80

Ser Pro Ile Leu Leu Gly Val Ser Lys Gly Glu Phe Cys Leu Tyr Cys
85 90 95

Asp Lys Asp Lys Gly Gln Ser His Pro Ser Leu GIn Leu Lys Lys Glu

100 105 110
Lys Leu Met Lys Leu Ala Ala Gln Lys Glu Ser Ala Arg Arg Pro Phe
115 120 125
[le Phe Tyr Arg Ala Gln Val Gly Ser Trp Asn Met Leu Glu Ser Ala
130 135 140

Ala His Pro Gly Trp Phe Ile Cys Thr Ser Cys Asn Cys Asn Glu Pro

145 150 155 160

val Gly Val Thr Asp Lys Phe Glu Asp Arg Lys His [le Glu Phe Ser
165 170 175

Phe GIn Pro val Cys Lys Ala Glu Met Ser Pro Ser Glu Val Ser Asp
180 185 190

<213> Homo sapiens
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<400> 4

Met Lys
|
Gln Ser

Asp Trp

Val Arg

50

Ser Leu
65

Gly Pro

Ser Lys
Ser Gly
Val Ser
130
Asn Ser
145
Glu e
Pro Glu

Ser ile

Asp Asp
210

ES 2325165 T3

Ala Pro Ile Pro His Leu
5
Leu Lys Val val Thr Lys
20
Ser Ile Asp Ile Lys Lys
35 40
I'le Lys Cys Ala Leu Phe
S5
Ala Gln Ser Ala Gly Leu
70
Gly Asp Phe Glu Glu Pro
85
Glu Glu Asp Ser Ile Trp
100
Leu Tyr Ala Cys val Ille
115 120
1le Ser Leu Thr Val Gly
135
Lys Met Lys Tyr Phe Glu
150
Ser Cys Arg Asp lle Glu
165
Ile Lteu Trp Tyr Lys Glu
180
Val Phe Lys Arg Asp Thr
195 200
e Gly Asn Tyr Thr Cys
215

Ite Leu Leu Tyr Ala Thr Phe Thr
10 15
Arg Gly Ser Ala Asp Gly Cys Thr
25 30
Tyr Gln Val Leu Val Gly Glu Pro
45
Tyr Gly Tyr e Arg Thr Asn Tyr
60
Ser Leu Met Trp Tyr Lys Ser Ser
75 80
Jle Ala Phe Asp Gly Ser Arg Met
90 95
Phe Arg Pro Thr Leu Leu Gin Asp
105 110
Arg Asn Ser Thr Tyr Cys Met Lys
125
Glu Asn Asp Thr Gly Leu Cys Tyr
140
Lys Ala Glu Leu Ser Lys Ser Lys
155 160
Asp Phe Leu Leu Pro Thr Arg Glu
170 175
Cys Arg Thr Lys Thr Trp Arg Pro
185 190
Leu Leu Ile Arg Glu val Arg Glu
205
Glu Leu Lys Tyr Gly Gly Phe val
220
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ES 2325165 T3

Val Arg Arg Thr Thr Glu Leu Thr Val Thr
225 230
Pro Pro Lys Leu Leu Tyr Pro Met Glu Ser
245 250
Thr GIn teu Gly Asp Ser Ala Asn Leu Thr
260 265
Tyr Ser Gly Asp Val Ser Pro Leu [le Tyr
2715 280
Phe ITe Glu Asp Leu Asp Glu Asn Arg Yal
290 295
Ile Leu Lys Glu His Leu Gly Glu GIn Glu
305 310
Val Asp Ser val Glu Glu Gly Asp Leu Gly
325 330
Glu Asn Gly Asn Gly Arg Arg His Ala Ser
340 345
Glu Leu Met Tyr Thr Val Glu Leu Ala Gly
355 360
Leu Leu Leu Val Cys Leu val Thr lle Tyr
370 375
Ile Met Leu Phe Tyr Arg Asn His Phe Gly
385 390
Asp Asn Lys Asp Tyr Asp Ala Tyr Leu Ser
405 410
Asp GIn Trp Asn Gln Glu Thr Gly Glu Glu
420 425
Ile Leu Pro Asp Met Leu Glu Lys His Tyr
435 440
Pro Asp Arg Asp Leu ile Pro Thr Gly Thr
450 455
Arg Cys Val Asp Gln Ser Lys Arg Leu Hle
465 470
Tyr Val Val Arg Arg Gly Trp Ser [le Phe
485 490
Arg Asn Met Leu Yal Thr Gly Glu lle Lys
500 505
Ser Glu teu Arg Gly lle Met Asn Tyr Gin

Ala Pro Leu Thr Asp Lys
235 240
Lys Leu Thr [le Gln Glu
255
Cys Arg Ala Phe Phe Gly
270
Trp Met Lys Gly Glu Lys
285
Trp Glu Ser Asp Ile Arg
300
val Ser 1le Ser Leu Ile
315 320
Asn Tyr Ser Cys Tyr Val
335
Val Leu Leu His Lys Arg
350
Gly Leu Gly Ala lle Leu
365
Lys Cys Tyr Lys Ile Glu
380
Ala Glu Glu Leu Asp Gly
395 400
Tyr Thr Lys Val Asp Pro
415
Glu Arg Phe Ala Leu Glu
430
Gly Tyr Lys Leu Phe Ile
445
Tyr Ile Glu Asp Val Ala
460
[le Val Met Thr Pro Asn
475 480
Glu Leu Glu Thr Arg Leu
495
val 1le teu [le Glu Cys
510
Glu val Glu Ala Leu Lys
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<210>5
<211> 657
<212> DNA

ES 2325165 T3

515 520 525

His Thr 1le Lys Leu Lev Thr Val 1le Lys Trp His Gly Pro Lys Cys

530 535 540

Asn Lys Leu Asn Ser Lys Phe Trp Lys Arg Leu GIn Tyr Glu Met Pro

545 550 555 560

Phe Lys Arg Ile Glu Pro Ile Thr His Glu Gin Ala Leu Asp Yal Ser

565 570 575
Glu GIn Gly Pro Phe Gly Glu Leu GIn Thr Yal Ser Ala lle Ser Met
580 585 590

Ala Ala Ala Thr Ser Thr Ala Leu Ala Thr Ala His Pro Asp Leu Arg
595 600 605

Ser Thr Phe His Asn Thr Tyr His Ser GIn Met Arg Gln Lys His Tyr

610 615 620

Tyr Arg Ser Tyr Glu Tyr Asp Val Pro Pro Thr Gly Thr Leu Pro Leu

625 630 635 640

Thr Ser 1le Gly Asn GIn His Thr Tyr Cys Asn lle Pro Met Thr Leu

645 650 655
e Asn Gly Gln Arg Pro GIn Thr Lys Ser Ser Arg Glu Gin Asn Pro
660 665 670

Asp Glu Ala His Thr Asn Ser Ala Ile Leu Pro Leu Ley Pro Arg Glu

675 680 685

Thr Ser Ile Ser Ser val lle Trp
690 695

<213> Homo sapiens

<400> 5

atgtcctttg tgggggagaa ctcaggagtg aaaatgggct ctgaggactg
gaaccccagt getgettaga agacccgget gtaageccec tggaaccagg
cccaccatga attttgttca cacaagtcca aaggtgaaga acttaaaccc
agcattcatg accaggatca caaagtactg gtcctggact ctgggaatct
ccagataaaa actacatacg cccagagatc ttctttgcat tagectcatc
gcctctgcgy agaaaggaag tccgattcic ctgggggtct ctaaagagga
tactgtgaca aggataaagg acaaagtcat ccatcccttc agctgaagaa

atgaagctgg ctgcccaaaa ggaatcagea cgeecggecct tcatctttta
gtgggctcct ggaacatgct ggagtcggeg gctcaccecg gatggttcat
tgcaattgta atgagcctgt tggggtgaca gataaatttg agaacaggaa
ttttcatttc asaccagtttg caaagctgaa atgagcccca gtgaggtcag

ggaaaaagat 60

cccaagecte 120
gaagaaattc 180
catagcagtt 240
cttgagctca 300
gttttgtctc 360
ggagaaactg 420

tagggctcag 480
ctgcacctce 540
acacattgaa 600
cgattag 657
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<210> 6
<211> 594
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 6

atgtcctttg tgggggagaa
gaaccccagt gctgcttaga
attcatgacc aggatcacaa
gataaaaact acatacgccc
tctgcggaga aaggaagtcc
tgtgacaagg ataaaggaca
aagctggctg cccaaaagga
ggctcctgga acatgctgga
aattgtaatg agectgttgg
tcatttcaac cagtttgcaa

<210> 17
<211> 474
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 7
atgtcctttg tgggggagaa
gaaccccagt gctgcttaga
tctgcggaga aaggaagtcc
tgtgacaagg ataaaggaca
aagctggctg cccaaaagga
ggctcctgga acatgctgga
aattgtaatg agcctgttqgg
tcatttcaac cagtttgcaa

<210> 8

<211> 218

<212> PRT

<213> Homo sapiens

ES 2325165 T3

ctcaggagtg aaaatgggct ctgaggactg ggaaaaagat 60

aggtccaaag gtgaagaact taaacccgaa gaaattcage 120
agtactggtc ctggactctg ggaatctcat agcagttcca 180
agagatcttc tttgcattag cctcatcctt gagetcagec 240
gattctcetg ggogtctcta aaggggagtt ttgtctctac 300
aagtcatcca tcccttcage tgaagaagga gaaactgatg 360
atcagcacgce cggeecttca tettttatag ggctcaggtg 420
gtcoggegget caccecggat ggttcatctg cacctectge 480
ggtgacagat aaatttgaga acaggaaaca cattgaattt 540
agctgaaatg agccccagtg aggtcagega ttag 594

ctcaggagtg aaaatgggct ctgaggactg ggaaaaagat 60

agagatcttc tttgcattag cctcatcctt gagctcagec 120
gattctcctg ggggtctcta aaggggagtt ttgtctctac 180
aagtcatcca tcccttcagc tgaagaagga gaaactgatg 240
atcagcacgc cggcccttca tcttttatag ggctcaggtg 300
gtcggegget caccccggat ggttcatctg cacctcctge 360
ggtgacagat aaatttgaga acaggaaaca cattgaattt 420
agctgaaatg agccccagtg aggtcagcga ttag 474



ES 2325165 T3

<400> 8

Met Ser Phe ¥al Gly Glu Asn Ser Gly Val Lys Met Gly Ser Glu Asp
1 5 10 15
Trp Glu Lys Asp Glu Pro GIn Cys Cys Leu Glu Asp Pro Ala Val Ser
20 25 30
Pro Leu Glu Pro Gly Pro Ser Leu Pro Thr Met Asn Phe Val His Thr
35 40 45
Ser Pro Lys Yal Lys Asn Leu Asn Pro Lys Lys Phe Ser Ile His Asp
50 55 60
Gln Asp His Lys Val Leu Yal Leu Asp Ser Gly Asn Leu [le Ala Val
65 70 75 80
Pro Asp Lys Asn Tyr Ile Arg Pro Glu Ile Phe Phe Ala Leu Ala Ser
85 90 95
Ser Leu Ser Ser Ala Ser Ala Glu Lys Gly Ser Pro Ile Leu Leu Gly
100 105 110
Val Ser Lys Gly Glu Phe Cys Leu Tyr Cys Asp Lys Asp Lys Gly Gln
115 120 125
Ser His Pro Ser Leu Gln Leu Lys Lys Glu Lys Leu Met Lys Leu Ala
130 135 140
Ala GIn Lys Glu Ser Ala Arg Arg Pro Phe Ile Phe Tyr Arg Ala Gln
145 150 155 160
¥al Gly Ser Trp Asn Met Leu Glu Ser Ala Ala Mis Pro Gly Trp Phe
165 170 175
Ile Cys Thr Ser Cys Asn Cys Asn Glu Pro Val Gly Yal Thr Asp Lys
180 185 190
Phe Glu Asn Arg Lys His 1le Glu Phe Ser Phe Gin Pro Val Cys Lys
195 200 205
Ala Glu Met Ser Pro Ser Glu Val Ser Asp
210 215

<210>9
<211> 197
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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ES 2325165 T3

<400> 9

Met Ser Phe Val Gly Glu Asn Ser Gly Val Lys Met Gly Ser Glu Asp
1 5 10 15

Trp Glu Lys Asp Glu Pro GIn Cys Cys Leu Glu Gly Pro Lys Val Lys

20 25 30
Asn Leu Asn Pro Lys Lys Phe Ser Ile His Asp Gln Asp His Lys Val
35 40 45
Leu Val Leu Asp Ser Gly Asn Leu Ile Ala Val Pro Asp Lys Asn Tyr
50 55 60

Ile Arg Pro Glu lle Phe Phe Ala Leu Ala Ser Ser Leu Ser Ser Ala

65 70 75 80

Ser Ala Glu Lys Gly Ser Pro lle Leu Leu Gly Val Ser Lys Gly Glu
85 90 95

Phe Cys Leu Tyr Cys Asp Lys Asp Lys Gly GIn Ser His Pro Ser Leu

100 105 110
Gln Leu Lys Lys Glu Lys Leu Met Lys Leu Ala Ala GIn Lys Glu Ser
115 120 125
Ala Arg Arg Pro Phe Ile Phe Tyr Arg Ala Gln Val Gly Ser Trp Asn
130 135 140

Met Leu Glu Ser Ala Ala His Pro Gly Trp Phe Ile Cys Thr Ser Cys

145 150 155 160

Asn Cys Asn Glu Pro val Gly Val Thr Asp Lys Phe Glu Asn Arg Lys
165 170 175

His Ile Glu Phe Ser Phe Gln Pro val Cys Lys Ala Glu Met Ser Pro

180 185 190
Ser Glu Val Ser Asp

195

<210> 10
<211> 157
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 10

<210> 11
<211> 8

<212> PRT

ES 2325165 T3

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

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: péptido antigénico utilizado en proteinas de fusién

<400> 11

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys

1

<210> 12
<211> 27

<212> PRT

5

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: polipéptido de cremallera de leucina

10
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ES 2325165 T3
<400> 12

Pro Asp Val Ala Ser Leu Arg GIn GIn Val Glu Ala Leu Gln Gly Gln

1 5 10 15
val Gln His Leu GIn Ala Ala Phe Ser Gln Tyr
20 25
<210> 13
<211> 33
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: polipéptido de cremallera de leucina

<400> 13

Arg Met Lys GIn Ile Glu Asp Lys Ile Glu Glu Ile Leu Ser Lys lle

1 5 10 15
Tyr His 1le Glu Asn Glu Ile Ala Arg Ile Lys Lys Leu 1le Gly Glu
20 25 30
Arg
<210> 14
<211> 8
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: secuencia polimérfica del exén 2 de Tango 77

<400> 14

Pro Ala Gly Ser Pro Leu Glu Pro
1 5

<210> 15

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: secuencia polimérfica del exén 2 de Tango 77

<400> 15

Pro Ala Val Ser Pro Leu Glu Pro
i 5

11
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