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DESCRIPCION

Antigenos especificos de plaquetas y sus usos farmacoldgicos.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general a la identificacion, aislamiento y produccion recombinante de ADN
novedoso y polipéptidos novedosos, la presencia de los cuales estd asociada con enfermedades inflamatorias (antigenos
asociados con la inflamacién) y/o céncer, y a composiciones y procedimientos para el diagndstico y el tratamiento de
condiciones caracterizadas por dichos antigenos.

Antecedentes de la invencion

La respuesta inflamatoria es compleja y estd mediada por una serie de moléculas de sefializacién producidas de
forma local por células mast, terminaciones nerviosas, plaquetas, leucocitos y activaciéon de complementos. Ciertas
moléculas de sefializacién provocan que el recubrimiento de células endoteliales se vuelva mds poroso y/o incluso
expresen selectinas que actian como moléculas de la superficie celular que reconocen y atraen leucocitos a través del
reconocimiento de carbohidratos especificos. La unién mds fuerte de los leucocitos estd mediada por las integrinas,
las cuales median en el movimiento de los leucocitos a través del endotelio. Las moléculas de sefializacion adicionales
actiian como quimioatractores, provocando que los leucocitos unidos avancen lentamente hacia la fuente del atrac-
tor. Otras moléculas de sefializacién producidas en la evolucién de una respuesta inflamatoria escapan a la sangre y
estimulan la médula espinal para que produzca mds leucocitos y se liberen al torrente sanguineo.

La inflamacién es iniciada habitualmente por un antigeno, el cual puede ser a la prictica cualquier molécula
capaz de iniciar una respuesta inmune. En condiciones fisiol6gicas normales éstas son moléculas exdgenas, pero las
moléculas generadas por el propio organismo pueden servir como catalizador como se sabe que pasa en varios estados
de la enfermedad.

La proliferacién de células T en un cultivo mixto de leucocitos o una reaccién linfocitaria mixta (MLR) es una in-
dicacion establecida de la capacidad de un compuesto para estimular el sistema inmune. En una respuesta inflamatoria,
los leucocitos de respuesta pueden ser neutrofilicos, eosinofilicos, monociticos o linfociticos. El examen histolégico de
los tejidos afectados proporciona evidencias de una respuesta estimulante o inhibidora inmune. Ver Current Protocols
in Immunology, ed. John E. Coligan, 1994, John Wiley and Sons, Inc.

La enfermedad inflamatoria del intestino (IBD) es un término utilizado para describir colectivamente trastornos de
los intestinos que incluyen tanto la colitis ulcerativa (UC) como la enfermedad de Crohn. Ambas se clasifican como
trastornos diferentes, pero comparten caracteristicas comunes y probablemente comparten patologia. Lo comun del
criterio de diagnéstico dificulta determinar con precision cudl de los dos trastornos sufre el paciente; sin embargo,
el tipo y la localizacién de la lesidn son habitualmente diferentes en cada uno. Las lesiones de la UC son de forma
caracteristica una ulcera superficial de la mucosa y aparecen en el colon, proximal al recto. Las lesiones de la CD
son de forma caracteristica fisuras lineales extensas y pueden aparecer en cualquier parte del intestino, implicando
ocasionalmente el estémago, el eséfago y el duodeno.

Los tratamientos convencionales para IBD implican habitualmente la administracién de agentes antiinflamato-
rios o inmunosupresores, tales como sulfasalacina, corticosteroides, 6-mercaptopurina/azatropina o ciclosporina, to-
dos ellos s6lo aportan un alivio parcial al paciente afectado. Sin embargo, cuando fallan las terapias antiinflamato-
rias/inmunosupresoras, las colectomias son la tiltima linea de defensa. La cirugia es requerida para aproximadamente
el 30% de los pacientes de CD durante el primer afio después del diagndstico, con un aumento de la probabilidad
para un proceso quirdrgico de aproximadamente un 5% anualmente desde ese momento. Desafortunadamente, la CD
también tiene una tasa elevada de reaparicion, ya que aproximadamente un 5% de los pacientes requieren cirugia pos-
terior después del afio inicial. Los pacientes de UC tienen ademds un riesgo sustancialmente creciente de desarrollar
céncer colorrectal. Presumiblemente, esto es debido a los ciclos recurrentes de lesién en el epitelio, seguido de un
recrecimiento que aumenta continuamente el riesgo de transformacion neoplasica.

Un miembro recientemente descubierto de la superfamilia de inmunoglobulinas conocida como Molécula de Ad-
hesion de Unién (JAM) se ha identificado que estd selectivamente concentrada en las uniones intercelulares de células
endoteliales y epiteliales de origenes diferentes. Manin-Padura, 1. ef al., J. Cell Biol. 142(1): 117-27 (1998). JAM es
una proteina de membrana integral del tipo I con dos bucles disulfuro extracelulares entre cadenas del tipo V. JAM
porta una sustancial homologia con el antigeno A33 (figura 1 o figura 18). Se hallé que un anticuerpo monoclonal
dirigido a JAM inhib{a la transmigracién de monocitos espontdnea e inducida por quimioquinas a través de una capa
de células endoteliales in vitro. Martin-Padura, supra.

Recientemente se ha descubierto que aumenta la expresiéon de JAM en el colon de ratones CRF2-4 -/- con coli-
tis. CRF2-4 -/- (ratones knockout con subunidad IL-10R) desarrollan una colitis espontdnea mediada por linfocitos,
monocitos y neutréfilos. Varios animales también desarrollaron adenocarcinoma de colon. Como resultado, es proba-
blemente previsible que los compuestos de la presente invencion se expresen en niveles elevados en, o en cualquier
caso, asociados con enfermedades humanas, tales como la enfermedad inflamatoria de intestino, otras enfermedades
inflamatorias de intestino, asi como carcinoma colorrectal.

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2316175 T3

Naik U. et al. (J. Biochem. 310, 155-162 (1995)) describe una proteian receptora de plaquetas reconocida por
un anticuerpo estimulador que activa plaquetas mediante la reticulacién de dicho receptor de plaqueta con el recep-
tor FcgammaRII en dicha plaqueta. Las secuencias del fragmento de péptido aislado de dicha proteina receptora de
plaquetas parecen complementarse por lo menos parcialmente en la secuencia con la proteina PRO301 descrita en la
presente invencion.

Los compuestos de la presente invencién también portan una homologia significativa con el antigeno A33, un
conocido marcador asociado con el cancer colorrectal. El antigeno A33 se expresa en mas del 90% de los cénceres de
colon primarios o metastaticos, asi como epitelio de colon normal. En los carcinomas que se originan de la mucosa
colénica, el antigeno A33 se expresa de forma homogénea en mas de un 95% de los casos. Sin embargo, el antigeno
A33 no se ha detectado en un amplio rango de otros tejidos normales, es decir, su expresion parece ser especifico de
organo. Por lo tanto, el antigeno A33 parece jugar un papel importante en la induccién del cancer colorrectal.

Dado que el cancer de colon es una enfermedad ampliamente extendida, el diagndstico y tratamiento precoz es
un objetivo médico importante. El diagndstico y tratamiento del cdncer de colon se puede llevar a cabo utilizando
anticuerpos monoclonales (mAbs) especificos que tienen por tanto etiquetas (fags) fluorescentes, magnéticos nucleares
o radioactivos. Se pueden utilizar mAbs etiquetados con genes radioactivos, toxinas y/o formaco para el tratamiento in
situ con la descripcién minima del paciente, mAbs también se pueden utilizar para el diagndstico durante el diagndstico
y el tratamiento de los cdnceres de colon. Por ejemplo, cuando los niveles en suero del antigeno A33 son elevados
en un paciente, una caida de los niveles después de la cirugia indicaria que la reseccion del tumor fue un éxito. Por
otro lado, un aumento posterior en los niveles de antigeno A33 en el suero después de la cirugia indicaria que podria
haberse formado la metdstasis del tumor original o que podrian haber aparecido nuevos tumores primarios.

Dichos anticuerpos monoclonales se pueden utilizar en lugar de, o conjuntamente con cirugia y/u otras quimio-
terapias. Por ejemplo, los andlisis preclinicos y los estudios de localizacién en pacientes infectados con carcinoma
colorrectal con un mAb para A33 se describen en Welt et al., J. Clin. Oncol. 8: 1894-1906 (1990) y Welt et al., J.
Clin. Oncol. 12: 1561-1571 (1994), mientras que U.S.P. 4.579.827 y U.S.S.N. 424.991 (E.P. 199.141) estan dirigidos
a la administracion terapéutica de anticuerpos monoclonales, el dltimo de los cuales se refiere a la aplicacion de mAb
anti-A33.

Descripcion resumida de la invenciéon

La presente invencion se refiere ademds a composiciones y procedimientos para el diagndstico y el tratamiento de
enfermedades inflamatorias en mamiferos, incluyendo los humanos. La presente invencién se basa en la identificacién
de proteinas (incluyendo anticuerpos agonistas y antagonistas) que estimulan o bien inhiben la respuesta inmunitaria
en mamiferos. Las enfermedades inflamatorias se pueden tratar mediante la supresién de la respuesta inflamatoria. Las
moléculas que aumentan una respuesta inflamatoria estimulan o potencian la respuesta inmunitaria a un antigeno. Las
moléculas que estimulan una respuesta inflamatoria pueden inhibirse en el caso en el que la supresion de la respuesta
inflamatoria sea beneficiosa. Las moléculas que estimulan la respuesta inflamatoria pueden utilizarse terapéuticamente
en el caso en el que el aumento de la respuesta inflamatoria sea beneficiosa. Dichas moléculas estimulantes pueden in-
hibirse también en el caso en el que la supresion de la respuesta inflamatoria sea valida. Los anticuerpos neutralizantes
son ejemplos de moléculas que inhiben moléculas que tienen actividad estimuladora inmune y que serian beneficiosos
en el tratamiento de enfermedades inflamatorias. Las moléculas que inhiben la respuesta inflamatoria pueden utili-
zarse también (proteinas directamente o mediante la utilizacién de agonistas de anticuerpo) para inhibir la respuesta
inflamatoria y de ese modo mejorar las enfermedades inflamatorias.

Por consiguiente, las proteinas de la presente invencién son utiles para el diagndstico y/o el tratamiento (incluyendo
la prevencién) de enfermedades de tipo inmune. Los anticuerpos que se unen a las proteinas estimuladoras son ttiles
para suprimir la respuesta inflamatoria. Los anticuerpos que se unen a proteinas inhibidoras son ttiles para estimular
la respuesta inflamatoria y el sistema inmune. Las proteinas y los anticuerpos de la presente invencién también son
utiles para preparar medicinas y medicamentos para el tratamiento de enfermedades de tipo inflamatorio e inmune.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a antagonistas y agonistas, tal como se define en las reivindica-
ciones, de un polipéptido PRO301 que inhibe una o mds funciones o actividades de PRO301.

En otra realizacion, la presente invencion se refiere a un método de diagndstico de una enfermedad de tipo infla-
matoria en un mamifero, que comprende detectar el nivel de expresién de un gen que codifica un polipéptido PRO301
(a) en una muestra de prueba de células de tejido obtenidas de mamifero, y (b) en una muestra de control de células de
tejido normal conocidas del mismo tipo de célula, donde un nivel de expresién mas elevado en la muestra de prueba
indica la presencia de una enfermedad inflamatoria en el mamifero.

En otra realizacidn, la presente invencion se refiere a un método de diagndstico de una enfermedad inflamatoria
en un mamifero, que comprende (a) poner en contacto un anticuerpo anti-PRO301 con una muestra de prueba de
células de cultivo de tejido obtenidas del mamifero, y (b) detectar la formacién de un complejo entre el anticuerpo y
el polipéptido PRO301. La deteccion puede ser cualitativa o cuantitativa y se puede realizar en comparacioén con el
seguimiento de la formacién de complejo en una muestra de control de células de tejido normal conocidas del mismo
tipo de célula. Una mayor cantidad de complejos formados en la muestra de prueba indica la presencia de tumor
en el mamifero del que se obtuvieron las células de tejido. El anticuerpo transporta preferiblemente un marcador
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detectable. La formacién de complejo se puede monitorizar, por ejemplo, mediante microscopia de luz, citometria
de flujo, fluorimetria u otras técnicas conocidas en el sector. La muestra de prueba se obtiene normalmente de un
individuo sospechoso de tener una deficiencia o anormalidad relacionada con la respuesta inflamatoria.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a medios para tratar una enfermedad inflamatoria, que
comprende una cantidad terapéutica eficaz de un antagonista de PRO301, tal como se define en las reivindicaciones,
para el tratamiento de una enfermedad seleccionada entre: enfermedad inflamatoria del intestino, lupus eritematoso
sistémico, artritis reumatoide, artritis crénica juvenil, espondiloartropatias, esclerosis sistémica (escleroderma), mio-
patias inflamatorias idiopaticas (dermatomiositis, polimiositis), sindrome de Sjorgen, vasculitis sistémica, sarcoidosis,
anemia hemolitica autoinmune (pancitopenia inmune, hemoglobinuria paroxismal nocturna), trombocitopenia autoin-
mune (pdrpura trombocitopénica idiopatica, trombocitopenia mediada por el sistema inmune), tiroiditis (enfermedad
de Graves, tiroiditis de Hashimoto, tiroiditis limfocitica juvenil, tiroiditis atréfica), diabetes mellitus, enfermedad re-
nal mediada por el sistema inmune (glomerulonefritis, nefritis tubulointersticial), enfermedades desmielinizantes de
los sistemas nerviosos central y periférico, tales como la esclerosis multiple, polineuropatia idiopética, enfermedades
hepatobiliares tales como las hepatitis infecciosas (hepatitis A, B, C, D, E y otros virus no hepatotrépicos), hepatitis
crénica activa autoinmune, cirrosis biliar primaria, hepatitis granulomatosa, y conlangitis esclerosante, enfermedades
inflamatorias y fibréticas del pulmoén (por ejemplo, fibrosis quistica, neumonia eosinofilica, fibrosis pulmonar idiopé-
tica y neumonitis por hipersensibilidad), enteropatia sensible al gluten, enfermedad de Whipple, enfermedades de la
piel autoinmunes o mediadas por el sistema inmune incluyendo las enfermedades de piel bullosa, eritema multiforme
y dermatitis de contacto, psoriasis, enfermedades alérgicas del pulmoén, tales como neumonia eosinofilica, fibrosis
pulmonar idiopética y neumonitis por hipersensibilidad, enfermedades asociadas a trasplantes incluido el rechazo del
injerto y la enfermedad de injerto contra huésped.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona medios para inhibir el crecimiento de células tumorales, tal
como se define en las reivindicaciones.

En otra realizacion, la presente invencidn proporciona moléculas de acido nucleico, tal como se define en las rei-
vindicaciones, que pueden actuar como moléculas antisentido de los antigenos asociados a la inflamacién identificados
en la presente invencion, que, a su vez, pueden ser utiles en la modulacién de los antigenos asociados a la inflamacion,
o como cebadores antisentido en reacciones de amplificacién. Ademads, dichas secuencias se pueden utilizar como
parte de secuencias de ribozima y/o secuencias de triple hélice que, a su vez, se pueden utilizar en la regulacién de los
antigenos asociados a la inflamacién.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona un anticuerpo aislado que se une a un polipéptido PRO301.
En un aspecto, el anticuerpo mimetiza la actividad del polipéptido PRO301 (un anticuerpo agonista) o, en cambio,
el anticuerpo inhibe o neutraliza la actividad de un polipéptido PRO301 (anticuerpo antagonista). El anticuerpo es
un anticuerpo monoclonal, que contiene residuos de regién determinante de complementariedad (CDR) no humana
y residuos de la region de armazén (framework) humano (FR). El anticuerpo se puede marcar y/o inmovilizar en un
soporte s6lido. En un aspecto adicional, el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo o un anticuerpo de cadena tnica
madurado por afinidad. La presente invencién también proporciona un anticuerpo anti-idiotipico.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona una composiciéon que contiene un polipéptido PRO301 o
un anticuerpo agonista o antagonista en mezcla con un portador o excipiente. En un aspecto, la composicién contiene
una cantidad terapéuticamente eficaz del péptido o anticuerpo. En otro aspecto, cuando la composicién contiene una
molécula estimuladora de la inflamacién, la composicién es util para: (a) aumentar la infiltracion de células inflama-
torias en un tejido de un mamifero con necesidad de las mismas, (b) estimular o potenciar una respuesta inmune en un
mamifero con necesidad de la misma, o (c) aumentar la proliferacién de linfocitos T en un mamifero con necesidad
de los mismos en respuesta a un antigeno. En un aspecto adicional, cuando la composicién contiene una molécula
inhibidora inflamatoria, la composicién es ttil para: (a) disminuir la infiltracién de células inflamatorias en un tejido
de un mamifero con necesidad de las mismas, (b) inhibir o reducir una respuesta inflamatoria en un mamifero con
necesidad de la misma, (c) disminuir la proliferacién de linfocitos T en un mamifero con necesidad de los mismos
en respuesta a un antigeno. En otro aspecto, la composicién contiene un principio activo adicional, que puede ser,
por ejemplo, un anticuerpo adicional o un agente citot6xico o quimioterapéutico. Preferiblemente, la composicién es
estéril.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra una comparacién entre los polipéptidos codificados por el antigeno A33 (SEC. ID NO: 6), el
DNA40628 (SEC. ID NO: 1), el DNA45416 (SEC. ID NO: 2), el DNA35638 (SEC. ID NO: 9) y JAM (SEC. ID NO:
10).

La figura 2 muestra la secuencia de aminodcidos derivada (SEC ID No. 1) de un polipéptido PRO301 de secuencia
nativa. Este polipéptido tiene 299 aminodcidos de largo, teniendo una secuencia sefial en los residuos 1 a 27, un
dominio extracelular en los residuos 28 a aproximadamente 235, homologia con la superfamilia de Ig en los residuos
94 a 235, un dominio transmembrana potencial en los residuos 236 a aproximadamente 258, y un dominio intracelular
en aproximadamente los residuos 259 a 299.
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La figura 3 muestra la secuencia de aminodcidos (SEC ID No. 2) derivada de los nucleétidos 119-1081 de la
secuencia de nucleétidos mostrada en la figura 6A y 6B (DNA45416, SEC ID No. 7). También se muestra en la figura
3 subrayados las localizaciones de un sitio de glicosaaminoglicano y un dominio transmembrana.

La figura 4A muestra el DNA35936 de ensamblaje de consenso (SEC ID No. 3) y la figura 4B muestra consen(01
(Sec ID No. 4) que se utilizaron en el aislamiento de DNA40628. La figura 4C muestra consen02 (DNA42257) (SEC
ID No. 5) que se utiliz6 en el aislamiento de DNA45416 (SEC ID No. 7).

La figura 5 muestra la secuencia de nucleétidos de un ADNc de DNA40628 de secuencia nativa, que es un ADNc
de PRO301 de secuencia nativa también denominado como “UNQ264” y/o “DNA40628-1216".

Las figuras 6A&B muestran una secuencia de nucleétidos DNA45416 (SEC ID No. 7) que es un ADNc de PRO362
de secuencia nativa también denominado como “UNQ317” y/o “DNA45416-1251”. También se presenta la metionina
iniciadora y la traduccién de proteinas para un polipéptido PRO362 de longitud comleta (SEC ID No. 2).

La figura 7 muestra la secuencia de nucleétidos (SEC ID No. 8) de un ADNc de PRO245 de secuencia nativa,
donde la secuencia de nucleétidos se denomina como “UNQ219” y/o “DNA35638”.

La figura 8 muestra las secuencias de oligonucleétidos OLI2162 (35936.f1) (SEC ID NO: 12), OLI2163 (35936.p1)
(SECID NO: 13), OL12164 (35936.t2) (SEC ID NO: 14), OLI2165 (35936.r1) (SEC ID NO: 15), OLI2166 (35936.f3)
(SEC ID NO: 16), OLI2167 (35936.r2) (SEC ID NO: 17), que se utilizaron en el aislamiento de DNA40628.

La figura 9 muestra una representacion en doble cadena del DNA42257 (consen(02) (SEC ID NO: 5) junto con las
localizaciones de cinco cebadores de oligonucledtidos, mostrados subrayados, todos utilizados en el aislamiento de
DNA45416 (SEC ID NO: 7). Los oligonucleétidos representados son: 42257.f1 (SEC ID NO: 18), 42257:f2 (SEC ID
NO: 19), 42257.r1 (SEC ID NO: 20), 42257.r2 (SEC ID NO: 21) y 42257.p1 (SEC ID NO: 22).

La figura 10 describe la valoracion Blast, el emparejamiento y el porcentaje de homologia del alineamiento entre 2
fragmentos solapantes de DNA40628 y A33_HUMAN, un precursor de antigeno A33 humano. La figura 10A compara
los residuos codificados que empiezan en la posicién de nucleétido 121 a 816 de DNA40628 (SEC ID No. 23) con
los residuos codificados que empiezan en los nucleétidos 17 a 284 de A33_HUMAN (SEC ID No. 24). La figura
10B compara los residuos codificados que empiezan en los nucledtidos 112 a 810 (SEC ID No. 25) con los residuos
codificados que empiezan en los nucleétidos 12 a 284 (SEC ID No. 26), respectivamente.

La figura 11 muestra la secuencia de aminoacidos derivada de un polipéptido PRO245 de secuencia nativa (SEC
ID No. 9) codificado por la secuencia de nucledtidos de la figura 7 (DNA35638, SEC ID No. 8).

La figura 12 indica una identidad del 25,3% entre la secuencia de aminodcidos codificada por DNA40628 (SEC
ID No. 1) y el antigeno A33 (SEC ID No. 6).

La figura 13 indica una identidad del 20,8% entre la secuencia de aminodcidos codificada por DNA45416 (SEC
ID No. 2) y el antigeno A33 (SEC ID No. 6).

La figura 14 indica una identidad del 24,3% entre la secuencia de aminodcidos codificada por DNA35638 (SEC
ID No. 9) y el antigeno A33 (SEC ID No. 6).

La figura 15 indica una identidad del 67,6% entre la secuencia de aminodcidos codificada por DNA40628 (SEC
ID No. 1) y JAM (SEC ID No. 10).

La figura 16 indica una identidad del 23,3% entre la secuencia de aminodcidos codificada por DNA45416 (SEC
ID No. 2) y JAM (SEC ID No. 10).

La figura 17 indica una identidad del 34,2% entre la secuencia de aminoacidos codificada por DNA35638 (SEC
ID No. 9) y JAM (SEC ID No. 10).

La figura 18 indica una identidad del 26% entre la secuencia de aminodcidos codificada por antigeno A33 (SEC
ID No. 6) y JAM (SEC ID No. 10).

La figura 19 muestra los resultados del procedimiento de hibridacién por transferencia de puntos descrito en el
Ejemplo 8.

La figura 20 muestra los resultados del ensayo de exporesién de ARNm Tagman descrito en el Ejemplo 9.

La figura 21 muestra la unién de proteina codificada por DNA40628 a neutréfilos humanos tal como se describe
en el Ejemplo 7.
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Descripcion detallada de las realizaciones preferentes
1. Definiciones

Los términos “PRO301”, “PRO362”, “PR0O245” o “polipéptido PRO301”, “polipéptido PRO362”, “polipéptido
PRO245” y “antigeno asociado al cdncer” cuando se utilizan en la presente invencién engloban a PRO301, PRO361 o
PRO245 de secuencia nativa, respectivamente, y a las variantes de los mismos (que mds adelante también se definen
en la presente). E1 PRO301, PRO362 o PRO245 pueden aislarse a partir de una serie de origenes, tales como a partir de
tipos de tejido humano o de algin otro origen, o pueden prepararse mediante procesos de recombinacion o sintéticos.

El término “enfermedad inflamatoria” significa una enfermedad en la que un componente del sistema inmune de un
mamifero causa, media o de algin otro modo contribuye a una respuesta inflamatoria que contribuye a la morbilidad
del mamifero. También se incluyen enfermedades en las que la estimulacién o intervencién de la respuesta inflamatoria
tienen un efecto de mejora en la progresion de la enfermedad. Las enfermedades inflamatorias mediadas por el sistema
inmune se incluyen dentro de este término.

El término enfermedad “mediada por células T” significa una enfermedad en la cual las células T directa o indi-
rectamente median o de algtin otro modo contribuyen a la morbilidad en un mamifero. La enfermedad mediada por
células T puede estar asociada con efectos mediados por la célula, efectos mediados por linfoquinas, etc. e incluso los
efectos asociados con las células B, si las células B se estimulan, por ejemplo, mediante linfoquinas secretadas por las
células T.

Entre los ejemplos de enfermedades de tipo inmune e inflamatorias, algunas de las cuales estdn mediadas por
células T, que pueden tratarse de acuerdo con la presente invencién se incluyen: enfermedad inflamatoria del intesti-
no, lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, artritis crénica juvenil, espondiloartropatias, esclerosis sistémica
(escleroderma), miopatias inflamatorias idiopéticas (dermatomiositis, polimiositis), sindrome de Sjorgen, vasculitis
sistémica, sarcoidosis, anemia hemolitica autoinmune (pancitopenia inmune, hemoglobinuria paroxismal nocturna),
trombocitopenia autoinmune (purpura trombocitopénica idiopdtica, trombocitopenia mediada por el sistema inmune),
tiroiditis (enfermedad de Graves, tiroiditis de Hashimoto, tiroiditis limfocitica juvenil, tiroiditis artréfica), diabetes
mellitus, enfermedad renal mediada por el sistema inmune (glomerulonefritis, nefritis tubulointersticial), enfermeda-
des desmielinizantes de los sistemas nerviosos central y periférico, tales como la esclerosis multiple, polineuropatia
idiopdtica, enfermedades hepatobiliares tales como hepatitis infecciosas (hepatitis A, B, C, D, E y otros virus no
hepatotrépicos), hepatitis crénica activa autoinmune, cirrosis biliar primaria, hepatitis granulomatosa, y conlangitis
esclerosante, enfermedades inflamatorias y fibréticas del pulmén (por ejemplo, fibrosis quistica), enteropatia sensible
al gluten, enfermedad de Whipple, enfermedades de piel autoinmune o mediadas por el sistema inmune, incluyen-
do las enfermedades de piel bullosa, eritema multiforme y dermatitis de contacto, psoriasis, enfermedades alérgicas
del pulmén, tales como las neumonias eosinofilicas, fibrosis pulmonar idiopatica y neumonitis por hipersensibilidad,
enfermedades asociadas a trasplantes incluyendo el rechazo del injerto y la enfermedad de injerto contra huésped.

“Tumor”, tal y como se utiliza en la presente invencidn, se refiere a todo crecimiento y proliferacién de células
neopldsicas, ya sea maligno o benigno, y a todos los tejidos y células pre-cancerosos.

Los términos “céncer” y “canceroso” se refieren o describen la condicion fisiolégica en mamiferos que se caracteri-
za habitualmente por un crecimiento celular no regulado. Entre los ejemplos de cancer se incluyen, pero sin limitacion,
el carcinoma, el linfoma, el blastoma, el sarcoma y la leucemia, pero no se limita a éstos. Entre los ejemplos mds par-
ticulares de dichos canceres se incluyen el cancer de mama, el cdncer de prdstata, el cancer de colon, el cancer de
células escamosas, el cdncer de pulmén de células pequeiias, el cdncer de pulmén de células no pequedas, el cidncer
gastrointestinal, el cdncer pancredtico, el glioblastoma, el cancer cervical, el cancer de ovario, el cancer de higado, el
céncer de vejiga, el hepatoma, el cancer colorrectal, el carcinoma endométrico, el carcinoma de glandulas salivares, el
cancer de rifién, el cancer de higado, el cancer de vulva, el cancer tiroidal, el carcinoma hepatico y diversos tipos de
céncer de cabeza y cuello.

“Tratamiento” es una intervencién realizada con la intencién de evitar el desarrollo o alterar la patologia de un
trastorno. Por consiguiente, “tratamiento” se refiere tanto al tratamiento terapéutico como a las medidas profildcticas o
preventivas. Entre los necesitados del tratamiento se incluyen aquellos que ya tienen el trastorno asi como aquellos en
los que se previene la enfermedad. En el tratamiento de una enfermedad de tipo inmune, un agente terapéutico puede
aumentar o disminuir directamente la magnitud de la respuesta de un componente de la respuesta inmune, o volver
la enfermedad mas susceptible al tratamiento con otros agentes terapéuticos, por ejemplo, antibidticos, antimicéticos,
agentes antinflamatorios, quimioterapéuticos, etc.

La “patologia” de una enfermedad relacionada con el sistema inmune incluye todo fenémeno que compromete
el bienestar del paciente. Esto incluye, sin limitacidn, el crecimiento celular anormal o incontrolable (células neu-
trofilicas, eosinofilicas, monociticas, linfociticas), la produccién de anticuerpos, la auto-produccion de anticuerpos,
la produccién de complemento, la interferencia con el funcionamiento normal de las células vecinas, la liberacion a
niveles anormales de citoquinas u otros productos de secrecion, la supresién o el empeoramiento de cualquier res-
puesta inflamatoria o inmunoldgica, la infiltracién de células inflamatorias (neutrofilicas, eosinofilicas, monociticas,
linfociticas) en los espacios celulares, etc.
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El término “mamifero” tal y como se utiliza en la presente invencién se refiere a cualquier mamifero clasificado
como mamifero, incluyendo humanos, animales domésticos y de granja y animales de zooldgico, de deporte, o de
compaiiia, tales como caballos, cerdos, ganado, perros, gatos y hurones, etc. En una realizacién preferente de la
presente invencion, el mamifero es un hombre.

La administracién “combinada con” uno o mds agentes terapéuticos adicionales incluye administraciones simult4-
neas (concurrente) y consecutivas en cualquier orden.

El término “agente citotéxico” tal y como se utiliza en la presente invencion se refiere a una sustancia que inhibe
o impide la funcién de las células y/o provoca la destruccion de las células. El término pretende incluir isétopos
radioactivos (por ejemplo I'*!, I'*, Y*° y Re'®), agentes quimioterapéuticos, y toxinas tales como las toxinas activadas
enzimdticamente de origen bacteriano, micético, vegetal o animal o fragmentos de las mismas.

Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto util en el tratamiento del cancer. Ente los ejemplos de agentes
quimioterapéuticos se incluyen la adriamicina, la doxorubicina, la epirubicina, el S-fluorouracilo, el arabinésido de ci-
tosina (“Ara-C”), la ciclofosfamida, el tiotepa, el busulfano, la citoxina, los taxoides, por ejemplo el paclitaxel (Taxol®.
Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton. N.J.) y el doxetaxel (Taxotere®, Rhone-Poulenc Roher, Antony, Francia),
el toxotere, el metotrexato, el cisplatino, el malfalan, la vinblastina, la bleomicina, el etopdsido, la ifosfamida, la mito-
micina C., la mitoxantrona, la vincristina (Loucristina), la vinorrelbina, el carboplatino, el tenipdsido, la daunomicina,
la carminomicina, la aminopterina, la dactinomicina, las mitomicinas, las esperamicinas (ver Patente de Estados Uni-
dos N° 4.675.187), el melfaldn, y otros gases de nitrégeno relacionados. También se incluyen en esta definicion los
agentes homonales que actdan para regular o inhibir la accién hormonal en tumores, tales como el tamoxifeno y la
onapristona.

Un “agente inhibidor del crecimiento” cuando se utiliza en la presente invencion se refiere a un compuesto o una
composicion que inhibe el crecimiento de una célula, especialmente células cancerigenas que expresan o sobreexpre-
san cualquiera de los genes identificados en la presente invencion, in vitro o in vivo. De este modo, el agente inhibidor
del crecimiento es aquel que reduce significativamente el porcentaje de las células que expresan o sobreexpresan di-
chos genes en fase S. Algunos ejemplos de agentes inhibidores del crecimiento incluyen los agentes que bloquean la
progresion del ciclo celular (en un punto diferente de la fase S), tales como agentes que inducen la interrupcién de
G1 y la interrupcién de la fase M. Algunos bloqueadores clasicos de fase M incluyen los alcaloides vinca (vincristina
y vinblastina), taxol e inhibidores topo II como por ejemplo doxorubicina, epirubicina, daunorubicina, etopdsido, y
bleomicina. Los agentes que interrumpen G I también afectan la interrupcién de la fase S, por ejemplo, agentes alqui-
lantes de ADN, tales como por ejemplo tamoxifeno, prednisona, dacarbazina, mecloretamina, cisplatino, metotrexato,
5-fluorouracilo, y ara-C. Puede encontrarse més informacion en The Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn y Is-
rael, eds., Chapter 1, titulado “Cell cycle regulation, oncogens, and antineoplastic drugs” por Murakami et al., (WB
Saunders: filadelfia, 1995), especialmente la pagina 13.

El término “citoquina” es un término genérico para proteinas liberadas por una poblacién de células que actia sobre
otra célula como mediadores intercelulares. Algunos ejemplos de dichas citoquinas son linfoquinas, monoquinas,
y hormonas de polipéptidos tradicionales. Entre las citoquinas se incluyen hormonas del crecimiento, tales como
hormona del crecimiento humano, hormona del crecimiento humano N-metionilo, y hormona de crecimiento bovino;
hormona paratiroidal; tiroxina; insulina; proinsulina; relaxina; prorelaxina; hormonas de glicoproteinas, tales como
hormona estimulante del foliculo (FSH), hormona estimulante de la tiroides (TSH), y hormona luteinica (LH); factor
de crecimiento hepdtico; factor de crecimiento de fibroblastos; prolactina; lactégeno placentario; factor @ y 8 de
necrosis tumoral; sustancia inhibidora mulleriana; péptido asociado a gonadotropina de ratén; inhibina; activina; factor
de crecimiento endotelial vascular; integrina; trombopoyetina (TPO); factores de crecimiento nervioso, tales como
NGF-g; factor de crecimiento plaquetario; factores de crecimiento transformante (TGFs), tales como TGF-a y TGF-S,
factor de crecimiento I y II de tipo insulina; eritropoyetina (EPO); factores osteoinductivos; interferones, tales como
interferén-a, B, y y; factores estimulantes de colonias (CSFs), tales como macréfago-CSF (M-CSF); granulocito-
macréfago-CSF (GM-CSF); y granulocito-CSF (G-CSF); interleuquinas (ILs), tales como IL-1, IL-1¢e, IL-2, IL-3,
IL-4, IL-5 IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-11, IL-12; un factor de necrosis tumoral, tal como TNF-a o TNF-3, y otros
factores de polipéptidos que incluyen LIF y ligando kit (LK). Tal y como se utiliza en la presente invencién, el término
citoquina incluye proteinas de fuentes naturales o de cultivos de células recombinantes y equivalentes biolégicamente
activos de las citoquinas de secuencia nativa.

“Cantidad terapéuticamente efectiva” es la cantidad de PRO301 activo o antagonista que se requiere para conseguir
una inhibicién o estimulacién medible, segin sea el caso, de la respuesta inflamatoria.

Una “PRO301 de secuencia nativa” comprende un polipéptido que tiene la misma secuencia de aminodcidos que
un PRO301 derivado de la naturaleza. Dicho PRO301 de secuencia nativa se puede aislar de la naturaleza o se puede
producir mediante medios recombinantes o sintéticos. El término “PRO301 de secuencia nativa” comprende especifi-
camente formas truncadas o secretadas naturales de PRO301 (por ejemplo, una secuencia del dominio extracelular),
formas variantes naturales (por ejemplo, formar de corte y empalme (“splice”) alternativas y variantes alélicas natura-
les de PRO301.

En una realizacién, el PRO301 de secuencia nativa es un PRO301 de secuencia nativa madura o de longitud
completa que comprende los aminodcidos 1 a 299 de la figura 2 (SEC ID No: 1), con o sin la secuencia sefial N-
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terminal, con o sin la metionina de iniciacién en la posicién 1, con o sin el dominio transmembrana potencial en la
posicién 236 hasta la aproximadamente 258, y con o sin el dominio intracelular en aproximadamente la posicion 259
hasta 299.

El “dominio extracelular de PRO301” o “ECD de PRO301” se refiere a una forma del polipéptido PRO301, que esta
esencialmente libre de los dominios transmembrana y citopldsmico de las respectivas moléculas de longitud completa.
Normalmente, el ECD de PRO301 tendrd menos de un 1% de dichos dominios transmembrana y/o citopldsmico y,
preferiblemente, tendrd menos de un 0,5% de dichos dominios. Opcionalmente, el ECD del polipéptido PRO301
comprenderd los residuos de aminoacidos desde aproximadamente 28 hasta aproximadamente 235 de la figura 2
(SEC ID No. 1). Se entenderd que cualquier dominio transmembrana identificado para el polipéptido PRO301 se
identifica segtin los criterios utilizados habitualmente en la técnica para identificar el tipo de dominio hidrofébico.
Los limites exactos de un dominio transmembrana pueden variar, pero probablemente en menos de aproximadamente
5 aminodcidos en cualquiera de los extremos del dominio identificado inicialmente. Por consiguiente, el ECD del
polipéptido PRO puede comprender opcionalmente los aminodcidos 1 a X de la figura 3 (SEC ID No. 2), en la que X
es cualquier residuo de aminodcido 271 a 280 de la figura 3 (SEC ID No. 2).

“Variante de PRO301” significa un PRO301 activo tal como se define posteriormente que tiene por lo menos
aproximadamente un 80% de identidad en la secuencia de aminodcidos con (a) una molécula de ADN que codifica un
polipéptido PRO301, con o sin su secuencia sefial nativa, con o sin la metionina de iniciacién, con o sin el dominio
transmembrana potencial, y con o sin el dominio intracelular o (b) el complemento de la molécula de ADN de (a).
En una realizacidn particular, la variante de PRO301 tiene por lo menos aproximadamente un 80% de homologia en
la secuencia de aminodcidos con el PRO301 que tiene la secuencia de aminodcidos deducida mostrada en la figura 1
(SEC ID No. 1) para un PRO301 de secuencia nativa de longitud completa. Dichas variantes de PRO301 incluyen,
por ejemplo, polipéptidos PRO301, en los que se han afiadido, o eliminado, uno o mds residuos de aminodcidos en los
extremos N o C terminal de la secuencia de la figura 2 (SEC ID No. 1). Preferiblemente, la identidad en la secuencia
de 4dcidos nucleicos o aminodcidos es por lo menos de aproximadamente el 85%, mds preferiblemente de por lo menos
aproximadamente el 90% e incluso mas preferiblemente por lo menos el 95%.

El “porcentaje (%) de identidad en la secuencia de aminoédcidos” con respecto a las secuencias de PRO301 identifi-
cadas en la presente invencidn se define como el porcentaje de residuos de aminodcidos en una secuencia candidata que
son idénticos con los residuos de aminoécidos en la secuencia de PRO301, respectivamente, después del alineamiento
de las secuencias y la introduccién de espacios, si es necesario, para conseguir el mdximo porcentaje de identidad en
la secuencia, y sin considerar ninguna sustitucién conservativa como parte de la identidad de la secuencia. El alinea-
miento con el objetivo de determinar el porcentaje de identidad en la secuencia de aminodcidos se puede conseguir de
varias maneras que estan dentro de la técnica, por ejemplo, utilizando software informatico disponible publicamente,
tal como software BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la materia pueden deter-
minar pardmetros apropiados para medir el alineamiento, incluyendo cualquier algoritmo necesario para conseguir el
maximo de alineamiento sobre la longitud completa de las secuencias que se comparan.

El “porcentaje (%) de identidad en la secuencia de dcidos nucleicos” con respecto a las secuencias que codifican
PRO301 identificadas en la presente invencidn (por ejemplo, DNA40628) se define como el porcentaje de nucleétidos
en una secuencia candidata que son idénticos con los nucleétidos en la secuencia que codifica PRO301, respectivamen-
te, después del alineamiento de las secuencias y la introduccion de espacios, si es necesario, para conseguir el maximo
porcentaje de identidad en la secuencia. El alineamiento con el objetivo de determinar el porcentaje de identidad en
la secuencia de 4cidos nucleicos se puede conseguir de varias maneras que estdn dentro de la técnica, por ejemplo,
utilizando software informético disponible ptiblicamente, tal como software BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign
(DNASTAR). Los expertos en la materia pueden determinar pardmetros apropiados para medir el alineamiento, in-
cluyendo cualquier algoritmo necesario para conseguir el maximo de alineamiento sobre la longitud completa de las
secuencias que se comparan.

El término “aislado” cuando se utiliza para describir los diversos polipéptidos descritos en la presente invencion,
significa un polipéptido que se ha identificado y separado y/o recuperado a partir de un componente de su medio
natural. Los componentes contaminantes de su medio natural son materiales que habitualmente interferirian con usos
diagnésticos o terapéuticos para el polipéptido, y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteinidceos o no
proteindceos. En realizaciones preferidas, se purificara el polipéptido (1) hasta un grado suficiente para obtener por
lo menos 15 residuos de una secuencia de aminodcidos N-terminal o interna mediante la utilizacién de un secuen-
ciador de copa giratoria, o (2) hasta una homogeneidad por SDS-PAGE en condiciones no reductoras o reductoras
utilizando azul de Coomassie o, preferiblemente, tincién con plata. El polipéptido aislado incluye el polipéptido in
situ en el interior de células recombinantes, ya que por lo menos un componente del medio natural de PRO301 no
estard presente. Normalmente, sin embargo, el polipéptido aislado se preparard mediante por lo menos una etapa de
purificacion.

Una molécula de dcido nucleico DNA40628 “aislada” es una molécula de dcido nucleico que se identifica y se
separa de por lo menos una molécula de 4cido nucleico contaminante con la que estd asociada normalmente en el
medio natural del 4cido nucleico DNA40628. Una molécula de dcido nucleico DNA40628 aislada estd en una forma o
disposicién diferente de la que se encuentra en la naturaleza. Por lo tanto, las moléculas de acido nucleico DNA40628
aisladas se distinguen de la molécula de dcido nucleico DNA40628 tal como existe en células naturales. Sin embar-
g0, una molécula de 4cido nucleico DNA40628 aislada incluye moléculas de dcido nucleico DNA40628 contenidas
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en células que normalmente expresan DNA40628, cuando, por ejemplo, la molécula de 4cido nucleico estd en una
localizacién cromosdmica diferente de la de las células naturales.

Una molécula de dcido nucleico “aislada” que codifica el polipéptido PRO301 es una molécula de 4cido nucleico
que se identifica y se separa de por lo menos una molécula de 4cido nucleico contaminante con la que estd asociada
normalmente en el medio natural del acido nucleico que codifica el polipéptido PRO301. Una molécula de 4cido
nucleico aislada que codifica el polipéptido PRO301 estd en una forma o disposicion diferente de la que se encuentra en
la naturaleza. Por lo tanto, las moléculas de 4cido nucleico aisladas que codifica el polipéptido PRO301 se distinguen
de la molécula de dcido nucleico DNA40628 tal como existe en células naturales. Sin embargo, una molécula de acido
nucleico aislada que codifica el polipéptido PRO301 incluye moléculas de acido nucleico que codifican el polipéptido
PRO301 contenidas en células que normalmente expresan moléculas de 4cido nucleico que codifican el polipéptido
PRO301, cuando, por ejemplo, la molécula de dcido nucleico estd en una localizacién cromosémica diferente de la de
las células naturales.

El término “secuencias de control” se refiere a secuencias de ADN necesarias para la expresion de una secuencia
codificante unida operativamente en un organismo huésped particular. Las secuencias de control que son adecuadas
para procariotas incluyen, por ejemplo, un promotor, opcionalmente una secuencia operadora, y un sitio de unién a
ribosoma. Se sabe que las células eucariotas utilizan promotores, sefiales de poliadenilacién y potenciadores.

Un 4cido nucleico esta “unido operativamente” cuando estd situado en una relacion funcional con otra secuencia de
acidos nucleicos. Por ejemplo, el ADN para una presecuencia o secuencia lider secretora estd unido operativamente a
ADN para un polipéptido si se expresa como una preproteina que participa en la secrecion del polipéptido; un promotor
o potenciador estd unido operativamente a una secuencia codificante si afecta a la transcripcién de la secuencia; o
un sitio de unién a ribosoma esta unido operativamente a una secuencia codificante si estd situado para facilitar la
traduccion. Generalmente, “unido operativamente” significa que las secuencias de ADN que se unen estdn contiguas
y, en el caso de una secuencia lider secretora, contiguas y en fase de lectura. Sin embargo, los potenciadores no tienen
que estar contiguos. La unién se realiza mediante la unién en los sitios de restriccién convenientes. Si dichos sitios no
existen, los adaptadores o enlazadores de oligonucledtidos sintéticos se utilizan segtin la prictica convencional.

El término “anticuerpo” se utiliza en el sentido mas amplio y cubre especificamente, por ejemplo, anticuerpos
monoclonales anti-PRO301 individuales (incluyendo agonista, antagonista, y anticuerpos neutralizantes) y composi-
ciones de anticuerpo anti-PRO301 con especificidad poliepitdpica. El término “anticuerpo monoclonal”, tal y como se
utiliza en la presente invencion, se refiere a un anticuerpo obtenido de una poblacién de anticuerpos sustancialmente
homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacién son idénticos a excepcidn de posibles
mutaciones naturales que pueden estar presentes en pequefias cantidades.

“Activo” o “actividad” para los objetivos de la presente invencion se refiere a una forma o formas de PRO301 que
retienen la actividad biolégica y/o inmunolégica de PRO301 nativo o natural. Una actividad preferida es la capacidad
de unirse y afectar, por ejemplo bloquear o en cualquier caso modular, una actividad de unién a antigeno. La actividad
implica preferiblemente la regulacién de la actividad de antigenos asociados a actividad del cancer y/o asociados a
virus.

La “astringencia” de las reacciones de hibridacion se puede determinar ficilmente por un experto habitual en la
materia, y generalmente es un cdlculo empirico dependiente de la longitud de la sonda, la temperatura de lavado, y
la concentracion de sal. En general, sondas mds largas requieren temperaturas mds elevadas para una hibridacién mas
correcta, mientras que sondas mds cortas necesitan temperaturas mas bajas. La hibridacién depende generalmente
de la capacidad del ADN desnaturalizado para rehibridarse cuando las cadenas complementarias estdn presentes en
un medio por debajo de su temperatura de fusién. Cuanto mayor es el grado de homologia deseada entre la sonda
y la secuencia de hibridacién, mayor es la temperatura relativa que se puede utilizar. Como resultado, se deduce
que temperaturas relativas superiores tenderian a hacer las condiciones de reacciéon mas astringentes, mientras que
temperaturas inferiores no tanto. Para detalles adicionales y explicaciones de la astringencia de las reacciones de
hibridacién, ver Ausubel y otros, Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995).

“Condiciones astringentes” o “condiciones de astringencia elevada”, tal y como se definen en la presente invencion,
se pueden identificar por aquéllas que: (1) utilizan una fuerza iénica baja y una temperatura elevada para el lavado, por
ejemplo, cloruro sédico 0,015 M/citrato sédico 0,0015 M/dodecil sulfato sédico al 0,1% a 50°C; (2) utilizan durante
la hibridacién un agente desnaturalizante, tal como formamida, por ejemplo, formamida al 50% (v/v) con albimina de
suero bovino al 0,1%/Ficol al 0,1%/polivinilpirrolidona al 0,1%/tamp6n de fosfato sédico 50 mM a pH 6,5 con cloruro
sédico 750 mM, citrato sédico 75 mM a 42°C; o (3) utilizan formamida al 50%, 5 x SSC (NaCl 0,75 M, citrato sédico
0,075 M), fosfato sédico SO mM (pH 6,8), pirofosfato sédico al 0,1%, 5 x solucién de Denhardt, ADN de esperma
de salmén sonicado (50 pg/ml), SDS al 0,1% y sulfato de dextrano al 10% a 42°C, con lavados a 42°C en 0,2 x SSC
(cloruro sédico/citrato sédico) y formamida al 50% a 55°C, seguido de un lavado de astringencia elevada que consiste
en 0,1 x SSC que contiene EDTA a 55°C.

Las “condiciones moderadamente astringentes” se pueden identificar tal y como se describen en Sambrook y otros,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Nueva York: Cold Spring Harbor Press, 1989, e incluye la utilizacién de
una solucioén de lavado y condiciones de hibridacién (por ejemplo, temperatura, fuerza idnica y % de SDS) menos
astringentes que las descritas anteriormente. Un ejemplo de condiciones moderadamente astringentes es la incubacién
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durante toda la noche a 37°C en una solucién que comprende: formamida al 20%, 5 x SSC (NaCl 150 mM, citrato
sédico 15 mM), fosfato sédico 50 mM (pH 7,6), 5 x solucién de Denhardt, sulfato de dextrano al 10%, y ADN de
esperma de salmé6n fragmentado desnaturalizado 20 mg/ml, seguido del lavado de los filtros en 1 x SSC a aproxima-
damente 37-50°C. El experto en la materia sabrd como ajustar la temperatura, la fuerza idnica, etc. segin sea necesario
para acomodar factores, tales como la longitud de la sonda y similares.

El término “epitopo etiquetado” cuando se utiliza en la presente invencion se refiere a un polipéptido quimérico que
comprende un polipéptido de la presente invencion fusionado a un “polipéptido etiqueta”. El polipéptido etiqueta tiene
residuos suficientes para proporcionar un epitopo contra el que se puede fabricar un anticuerpo, aunque es suficiente-
mente corto de manera que no interfiere en la actividad del polipéptido al que se fusiona. El polipéptido etiqueta es
también preferiblemente bastante Unico, de manera que el anticuerpo sustancialmente no reacciona de forma cruzada
con otros epitopos. Los polipéptidos etiqueta adecuados tienen generalmente por lo menos seis residuos de aminoéci-
dos y habitualmente entre aproximadamente 8 y 50 residuos de aminodcidos (preferiblemente, entre aproximadamente
10 y 20 residuos de aminoécidos).

“Activo” o “actividad” en el contexto de variantes del polipéptido de la presente invencion se refiere a forma o
formas de proteinas de la presente invencion que retienen las actividades bioldgica y/o inmunolégica de un polipéptido
nativo o natural de la presente invencion.

“Actividad bioldgica” en el contexto de un anticuerpo u otra molécula que se pueden identificar mediante los
ensayos de cribado descritos en la presente invencion (por ejemplo, una molécula pequefia orgdnica o inorganica,
péptido, etc.) se utiliza para referirse a la capacidad de dichas moléculas de inducir o inhibir la infiltracién de células
inflamatorias en un tejido, de estimular o inhibir la proliferacién de células T y de estimular o inhibir la liberacién de
linfoquinas por las células. Otra actividad preferida es el aumento de la permeabilidad vascular o la inhibicién de la
misma.

El término “antagonista” se utiliza en el sentido mas amplio, e incluye cualquier molécula que parcial o totalmente
bloquea, inhibe o neutraliza una actividad bioldgica de un polipéptido nativo descrito en la presente invencion. De
forma similar, el término “agonista” se utiliza en el sentido mds amplio e incluye cualquier molécula que imita una
actividad biolégica de un polipéptido nativo descrito en la presente invencién. Entre las moléculas agonistas o anta-
gonistas adecuadas se incluyen especificamente anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, fragmentos o variantes de
secuencias de aminodcidos de polipéptidos nativos de la presente invencion, péptidos, pequefias moléculas orgénicas,
etc., agonistas o antagonistas.

Una “molécula pequefia” se define en la presente invencion como una molécula que tiene un peso molecular
inferior a aproximadamente 600 daltons.

“Anticuerpos” (Abs) e “inmunoglobulinas” (Igs) son glicoproteinas que tienen las mismas caracteristicas estruc-
turales. Mientras los anticuerpos muestran especificidad de unién a un antigeno especifico, las inmunoglobulinas
incluyen tanto anticuerpos como otras moléculas de tipo anticuerpo que carecen de la especificidad de antigeno. Los
polipéptidos del dltimo tipo se producen, por ejemplo, a niveles bajos mediante el sistema linfatico y a niveles elevados
mediante mielomas. El término “anticuerpo” se utiliza en el sentido mas amplio y cubre especialmente, sin limitacion,
anticuerpos monoclonales intactos, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos
biespecificos) formados a partir de por lo menos dos anticuerpos intactos, y fragmentos de anticuerpos siempre y
cuando muestren la actividad biolégica deseada.

“Anticuerpos nativos” e “inmunoglobulinas nativas” son glicoproteinas habitualmente heterotetraméricas de apro-
ximadamente 150.000 daltons, compuestos de dos cadenas ligeras (L) idénticas y cos cadenas pesadas (H) idénticas.
Cada cadena ligera estd unida a una cadena pesada mediante un puente disulfuro covalente, mientras que el niimero
de uniones disulfuro varia entre las cadenas pesadas de diferentes isotipos de inmunoglobulinas. Cada cadena pesada
y ligera también tiene puentes disulfuros entre cadenas espaciados de forma regular. Cada cadena pesada tiene en un
extremo un dominio variable (Vy) seguido de un conjunto de dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un domi-
nio variable en un extremo (Vi) y un dominio constante (Vy) en su otro extremo; el dominio constante de la cadena
ligera estd alineado con el primer dominio constante de la cadena pesada, y el dominio variable de la cadena ligera
estd alineado con el dominio variable de la cadena pesada. Se cree que hay residuos de aminodcidos concretos que
forman una interfase entre los dominio variables de cadena ligera y pesada.

El término “variable” se refiere al hecho de que ciertas partes de los dominios variables difieren ampliamente en
la secuencia entre anticuerpos y se utilizan en la unién y especificidad de cada anticuerpo particular para su antigeno
particular. Sin embargo, la variabilidad no estd distribuida uniformemente a lo largo de los dominios variables de los
anticuerpos. Estd concentrada en tres segmentos denominados regiones determinantes de complementariedad (CDRs)
o regiones hipervariables en los dominios variables tanto de la cadena ligera como de la cadena pesada. Las partes
mas altamente conservadas de dominios variables se denominan el armazén (FR). Los dominios variables de cadenas
ligeras y pesadas nativas comprenden cada uno cuatro regiones FR, que adoptan ampliamente una configuracion de
ldmina beta, conectadas mediante tres CDRs, que forman bucles que conectan, y en algunos casos forman parte de,
la estructura de ldmina beta. Las CDRs en cada cadena se mantienen juntas de manera proxima mediante las regiones
FR y, con las CDRs de la otra cadena, contribuyen a la formacién del sitio de unién a antigeno de los anticuerpos (ver
Rabat et al., NIH Publ. No. 91-3142, Vol. 1, paginas 647-669 (1991)). Los dominios constantes no estdn implicados
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directamente en la unién de un anticuerpo a un antigeno, pero muestran varias funciones efectoras, tales como la
participacion del anticuerpo en la toxicidad celular dependiente de anticuerpo.

El término “fragmentos de anticuerpo” comprende una porcidn de un anticuerpo intacto, preferiblemente la regién
de unidén a antigeno o la regién variable del anticuerpo intacto. Algunos ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen
fragmentos Fab, Fab’, F(ab’),, y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales (Zapata et al., Protein Eng., 8(10): 1057-1062
[1995]); moléculas de anticuerpos de cadena tnica; y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de
anticuerpos.

La digestién de anticuerpos con papaina produce dos fragmentos de unién a antigeno idénticos, denominados
fragmentos “Fab”, cada uno de los cuales posee un tnico sitio de unién a antigeno, y un fragmento “Fc” residual. La
designacion “Fc” refleja la capacidad de cristalizar facilmente. El tratamiento con pepsina produce un fragmento F
(ab’), que tiene dos sitios de combinacién de antigeno y que incluso es capaz de entrecruzar el antigeno.

“Fv” es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un sitio completo de reconocimiento y unién a antigeno.
Esta region consiste en un dimero de un domino variable de cadena pesada- y uno de cadena ligera- en asociacién
estrecha no covalente. Es en esta configuracioén que las tres CDRs de cada dominio variable interaccionan para definir
un sitio de unién a antigeno sobre la superficie del dimero VH-VL. Colectivamente, las seis CDRs confieren especi-
ficidad de unién a antigeno al anticuerpo. Sin embargo, incluso un solo dominio variable (o la mitad de un Fv que
comprende solo tres CDRs especificas para antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse a antigeno, aunque a
una menor afinidad que el sitio de unién completo.

El fragmento Fab contiene también el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1)
de la cadena pesada. Los fragmentos Fab’ difieren de los fragmentos Fab en la adicién de unos pocos residuos en
el extremo carboxi terminal del dominio de la cadena pesada CHI, incluyendo una o mas cisteinas de la regién
de la bisagra del anticuerpo. Fab’-SH es la designacion en la presente invencioén para Fab’ en el cual el residuo o
residuos de cisteina de los dominios constantes portan un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab’)2 se
produjeron originalmente como pares de fragmentos Fab’ que tiene cisteinas bisagra entre ellos. También se conocen
otros acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpo.

Las “cadenas ligeras” de anticuerpos (inmunoglobulinas) de cualquier especie vertebrada pueden asignarse a uno
entre dos tipos claramente diferentes, denominados kappa («) y lambda(1), en base a las secuencias de aminodcidos
de sus dominios constantes.

Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, las inmunoglobulinas
pueden asignarse a clases diferentes. Existen cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgGeIgM y
varias de ellas pueden dividirse a su vez en subclases (isotipos), por ejemplo, [gG1, IgG2, I1gG3, IgG4, IgA e [gA2. Los
dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan
a, 0, & v, Y U, respectivamente. Las estructuras de las subunidades y las configuraciones tridimensionalesde de las
diferentes clases de inmunoglobulinas son bien conocidas.

El término “anticuerpo monoclonal” tal y como se utiliza en la presente invencién se refiere a un anticuerpo
obtenido de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacion son idénticos a excepcion de posibles mutaciones naturales que pueden estar presentes en
cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, dirigiéndose contra un sitio antigénico
unico. Ademds, a diferencia de preparaciones de anticuerpos convencionales (policlonales) que incluyen habitualmen-
te diferentes anticuerpos dirigidos contra determinantes (epitopos) diferentes, cada anticuerpo monoclonal se dirige
contra un determinante Unico en el antigeno. Ademads de su especificidad, los anticuerpos monoclonales son venta-
josos en que se sintetizan mediante el cultivo de hibridomas, sin estar contaminados por otras inmunoglobulinas. El
modificador “monoclonal” indica el cardcter del anticuerpo por obtenerse a partir de una poblacién sustancialmente
homogénea de anticuerpos, y no debe interpretarse que se requiere la produccién del anticuerpo mediante cualquier
procedimiento particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales a utilizar segiin la presente invencion, se pueden
fabricar mediante el método del hibridoma descrito por primera vez por Kohler et al., Nature, 256:495 (1975), o se
puede fabricar mediante procedimientos de ADN recombinante (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos No.
4.816.567). Los “anticuerpos monoclonales” también se pueden aislar de las bibliotecas de fagos-anticuerpos fagos
utilizando las técnicas descritas en Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991) y Marks et al, J. Mol. Biol., 222:
581-597 (1991), por ejemplo. Véase también las Patentes de Estados Unidos Nos. 5.750.373, 5.571.698, 5.403.484 y
5.223.409 que describen la preparacion de anticuerpos utilizando fagémidos y vectores tipo fago.

Entre los anticuerpos monoclonales de la presente invencidn se incluyen especificamente anticuerpos “quiméricos”
(inmunoglobulinas) en los que una parte de la cadena pesada y/o ligera es idéntica con u homdloga a las secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenece a una clase o subclase de anticuer-
po particular, mientras que el resto de cadena o cadenas es idéntico con u homélogo a las secuencias correspondientes
en anticuerpos derivados de otras especies o que pertenece a otra clase o subclase de anticuerpo, asi como fragmentos
de dichos anticuerpos, siempre y cuando muestren la actividad biolégica deseada (Patente de Estados Unidos No.
4.816.567; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851-6855 (1984)).
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Las formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son inmunoglobulinas quiméricas,
cadenas de inmunoglobulinas o fragmentos de las mismas (tales como Fv, Fab, Fab’, F(ab’), u otras subsecuencias de
unién a antigeno de anticuerpos) que contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. Para
la mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en que varios o
todos los residuos de una regién determinante de la complementariedad (CDR) del receptor se sustituyen por residuos
de una CDR de una especie no humana (anticuerpo dador), tal como ratén, rata o conejo que tienen la especificidad,
afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, ciertos residuos de la regiéon armazon (FR) de Fv de la inmunoglo-
bulina humana también se pueden sustituir por los correspondientes residuos no humanos. Ademas, los anticuerpos
humanizados pueden comprender residuos que no se encuentran ni en el anticuerpo receptor ni en las secuencias de
CDR o armazén importadas. Estas modificaciones se realizan para refinar adicionalmente y optimizar la accién del
anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprenderd sustancialmente todos de, como minimo, uno, y ha-
bitualmente dos, dominios variables, en que todas o sustancialmente todas las regiones CDR corresponden a aquellas
de las de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las regiones FR son aquellas de una se-
cuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado también comprenderd éptimamente, como minimo,
una parte de una regién constante (Fc) de inmunoglobulina, habitualmente la de una inmunoglobulina humana. Para
mas detalles, véase Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986), Reichmann et al., Nature 332: 323-329 (1988); y Presta,
Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596 (1992). El anticuerpo humanizado incluye un anticuerpo “primatizado” en el que
la regioén de unién a antigeno del anticuerpo se deriva de un anticuerpo producido mediante la inmunizacién de monos
macaco con el antigeno de interés. Los anticuerpos que contienen residuos de monos del Viejo Mundo también son
posibles en la presente invencidon. Véase, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos Nos. 5.658.570; 5.693.780;
5.681.722; 5.750.105 y 5.756.096.

Los fragmentos de anticuerpo “Fv de cadena tnica” o “sFv” comprenden los dominios Vy y Vi del anticuerpo,
en los que estos dominios estdn presentes en una Unica cadena de polipéptido. Preferiblemente, el polipéptido Fv
comprende ademds un polipéptido enlazador entre los dominios Vy y V. que permite que el sFv forme la estructu-
ra deseada para la unién a antigeno. Para una revisién de sFv ver Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal
Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag, Nueva York, pp. 269-315 (1994).

El término “diacuerpos” se refiere a pequefios fragmentos de anticuerpos con dos sitios de unién a antigeno, cuyos
fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (Vy) conectado a un dominio variable de cadena ligera
(VL) en la misma cadena de polipéptido (Vy - Vi). Utilizando un enlazador que es demasiado corto para permitir
el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, los dominios son forzados a emparejarse con los
dominios complementarios de otra cadena y crean dos sitios de unién a antigeno. Los diacuerpos se describen mads
detalladamente en, por ejemplo, EP 404.097; WO 93/11161; y Hollinger et. al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-
6448 (1993).

Un anticuerpo “aislado” es uno que se ha identificado y separado y/o recuperado a partir de un componente de su
medio natural. Los componentes contaminantes de su medio natural son materiales que interferirfan con las utiliza-
ciones de diagndstico y terapéuticas del anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas, y otros solutos proteinidceos
y no proteinaceos. En realizaciones preferidas, el compuesto de la presente invencién se purificard (1) hasta mas de
un 95% en peso del compuesto segiin se determina por el método de Lowry, y mds preferiblemente mas de un 99%
en peso, (2) hasta un grado suficiente para obtener por lo menos 15 residuos de secuencia de aminoacidos N-terminal
o interna mediante la utilizacién de un secuenciador de copa giratoria, o (3) hasta la homogeneidad mediante SDS-
PAGE en condiciones reductoras o no reductoras utilizando azul de Coomassie o, preferiblemente, tincién con plata.
El compuesto aislado, por ejemplo, anticuerpo o polipéptido, incluye el compuesto in situ dentro de las células recom-
binantes ya que por lo menos un componente del medio natural del compuesto no estard presente. Normalmente, sin
embargo, el compuesto aislado se preparard mediante por lo menos una etapa de purificacion.

La palabra “marcador” cuando se utiliza en la presente invencion se refiere a un compuesto o composicién de-
tectable que se conjuga directa o indirectamente al compuesto, por ejemplo, anticuerpo o polipéptido, para generar
un compuesto “marcado”. El “marcador” puede ser detectable por si mismo (por ejemplo, marcadores radioisétopos
o marcadores fluorescentes) o, en el caso de un marcador enzimdtico, puede catalizar la alteracién quimica de un
compuesto o composicidn sustrato que es detectable.

Por “fase sélida” se entiende una matriz no acuosa a la que se puede adherir el compuesto de la presente invencion.
Entre los ejemplos de fases sélidas que se engloban en la presente invencion se incluyen las formadas parcial o
totalmente de cristal (por ejemplo, cristal de poro controlado), polisacédridos (por ejemplo, agarosa), poliacrilamidas,
poliestireno, polivinilalcohol y siliconas. En ciertas realizaciones, dependiendo del contexto, la fase sélida puede
comprender el pocillo de una placa de ensayo; en otras es una columna de purificacién (por ejemplo, una columna
de cromatografia de afinidad). Este término también incluye una fase sélida discontinua de particulas discretas, tales
como las descritas en la Patente de Estados Unidos No. 4.275.149.

Un “liposoma” es una vesicula pequefia compuesta de varios tipos de lipidos, fosfolipidos y/o tensoactivos que es
util para la liberacion de un farmaco (tal como los anticuerpos anti-ErbB2 descritos en la presente invencién y, opcio-
nalmente, un agente quimioterapéutico) a un mamifero. Los componentes del liposoma se disponen habitualmente en
una formacion de bicapa, similar a la disposicién de los lipidos de las membranas bioldgicas.
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Tal y como se utiliza en la presente invencidn, el término “inmunoadhesina” designa moléculas de tipo anticuerpo
que combinan la especificidad de unién de una proteina heter6loga (una “adhesina”) con las funciones efectoras
de dominios constantes de inmunoglobulina. Estructuralmente, las inmunoadhesinas comprenden una fusién de una
secuencia de aminoécidos con la especificidad de unién deseada que es otra aparte del reconocimiento y sitio de unién
a antigeno de un anticuerpo (es decir, es “heter6logo”), y una secuencia de dominio constante de inmunoglobulina.
La parte de adhesina de una molécula de inmunoadhesina habitualmente es una secuencia de aminoécidos contigua
que comprende por lo menos el sitio de unién de un receptor o un ligando. La secuencia del dominio constante de
inmunoglobulina en la inmunoadhesina se puede obtener a partir de cualquier inmunoglobulina, tal como los subtipos
IgG-1, IgG-2, IgG-3 o IgG-4, IgA (incluyendo IgA-1 e IgA-2), IgE, IgD o IgM.

II. Composiciones y procedimientos de la invencion
A. Preparacion de los polipéptidos PRO301
1. Polipéptidos PRO301 de longitud completa

La presente invencién proporciona secuencia de nuciieotidos recién identificadas y aisladas que codifican polipépti-
dos a los que se hace referencia en la presente solicitud como PRO301. En particular, los Solicitantes han identificado y
aislado ADNCc que codifica un polipéptido PRO301, tal y como se describe con mayor detalle en los Ejemplos siguien-
tes. Utilizando los programas informaticos de alineamiento de secuencias BLAST y FastA, los solicitantes hallaron
que PRO301 de secuencia nativa de longitud completa (figura 2, SEC ID No: 1), tiene una homologia significativa
tanto con antigeno A33 como con JAM. (Ver las figuras 1, 12-18). Por consiguiente, actualmente se cree que PRO301,
descrito en la presente solicitud, es un miembro recientemente identificado de la familia de proteinas del antigeno
A33 y se puede asociar con trastornos inflamatorios, tales como la enfermedad inflamatoria del intestino, asi como
enfermedades neopldsicas humanas, tales como cancer colorrectal.

2. Variantes de PRO301

Ademads del PRO301 de secuencia nativa de longitud completa descrita en la presente invencion, se contempla
que se pueden preparar variantes de PRO301. Las variantes de PRO301 se pueden preparar introduciendo cambios
de nucledtidos apropiados en el ADN de PRO301, respectivamente, o mediante la sintesis del polipéptido PRO301
deseado. Los expertos en la materia entenderdn que los cambios de aminodcidos pueden alterar los procesos post-
traduccionales del PRO301, tales como el cambio del nimero o la posicién de los sitios de glicosilacién o la alteracién
de las caracteristicas de anclamiento a la membrana.

Las variaciones en el PRO301 de secuencia nativa de longitud completa o en varios dominios del PRO301 descritos
en la presente invencidn, se pueden realizar, por ejemplo, utilizando cualquiera de las técnicas y directrices para
mutaciones conservativas y no conservativas establecidas, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos 5.364.934. Las
variaciones pueden ser una sustitucion, una eliminacién o una insercidon de uno o mas codones que codifican el PRO301
que dan lugar a un cambio en la secuencia de aminoacidos del PRO301 en comparacién con el PRO301 de secuencia
nativa. Opcionalmente, la variacidn es por sustitucion de por lo menos un aminodcido por cualquier otro aminoédcido en
uno o mas de los dominios del PRO301. Al determinar qué residuo de aminoacido se puede insertar, sustituir o eliminar
sin afectar de forma adversa la actividad deseada, se puede encontrar una guia mediante la comparacién de la secuencia
del PRO301 con la de las moléculas de proteinas conocidas homélogas y minimizando el nimero de cambios en la
secuencia de aminodcidos realizadas en regiones con elevada homologia. Las sustituciones de aminoacidos pueden ser
el resultado de la sustitucién de un aminodcido por otro aminoacido que tiene una estructura y/o propiedades quimicas
similares, tales como la sustitucién de una leucina por una serina, es decir, sustituciones de aminodcidos conservativos.
Las inserciones o eliminaciones pueden estar opcionalmente en el intervalo de aproximadamente 1 a 5 aminodcidos.
La variacién permitida se puede determinar realizando de forma sistemdtica inserciones, eliminaciones o sustituciones
de aminodcidos en la secuencia y probando las variantes resultantes para la actividad en un ensayo in vitro descrito en
los Ejemplos siguientes.

Las variaciones se pueden realizar utilizando procedimientos conocidos en la técnica tales como la mutagénesis
mediada por oligonucleétidos (dirigida de sitio), el rastreo de alanina, y mutdgenesis por PCR. Para producir el ADN
de variante de PRO301 se puede llevar a cabo sobre el ADN clonado una mutagénesis dirigida de sitio [Carter ef al.,
Nucl. Acids. Res., 13: 4331 (1986); Zoller et al., Nucl. Acids. Res., 10: 6487 (1987)], mutagénesis de cassette [Wells
etal., Gene, 34 315 (1985)], mutagénesis de seleccidn de restriccion [Wells et al., Philos. Trans. R. Soc. London SerA,
317:415 (1986)] u otras técnicas conocidas.

El anélisis de amino4cidos por rastreo también se puede realizar para identificar uno o mds aminodcidos a lo largo
de una secuencia contigua. Entre los aminodcidos de rastreo preferidos estdn los aminodcidos neutros relativamente
pequeiios. Entre dichos aminodcidos se incluyen alanina, glicina, serina y cisteina. La alanina es habitualmente una
aminodcido de rastreo preferido entre este grupo ya que elimina la cadena lateral mds alld del carbono beta y es
menos probable que altere la conformacién de la cadena principal de la variante. La alanina es también habitualmente
preferida ya que es el aminodcido mds habitual. Ademads, se encuentra frecuentemente tanto en posiciones escondidas
como expuestas [Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman and Co., N.Y.), Chothia, J. Mol. Biol., 150:1 (1976)]. Si la
sustitucion de alanina no produce cantidades adecuadas de variante, se puede utilizar un aminodcido isotérico.
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3. Modificaciones de PRO301

Las modificaciones covalentes de PRO301 estdn incluidas en el alcance de la presente invencién. Un tipo de modi-
ficacién covalente incluye la reaccién de residuos de aminodcidos marcados del PRO301 con un agente derivatizante
orgdnico que es capaz de reaccionar con cadenas laterales seleccionadas o los residuos N- o C-terminales del PRO301.
La derivatizacion con agentes bifuncionales es ttil, por ejemplo, para reticular PRO301 con una matriz o superficie de
soporte insoluble en agua para su utilizacién en el procedimiento para purificar anticuerpos anti-PRO301, y viceversa.
Entre los agentes de reticulacién utilizados habitualmente se incluyen, por ejemplo, 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano,
glutaraldehido, ésteres de N-hidroxisuccinimida, por ejemplo, ésteres con dcido 4-azido salicilico, imidoésteres homo-
bifuncionales, incluyendo ésteres disuccinimidilicos, tales como 3,3’-ditiobis(succinimidilpropionato), maleimidas bi-
funcionales, tales como bis-N-maleimido-1,8-octano y agentes, tales como metil-3-[(p-azidofenil)ditio]propioimidato.

Otras modificaciones incluyen la desamidacién de residuos glutaminilo y asparaginilo a los correspondientes resi-
duos glutamilo y aspartilo, respectivamente, la hidroxilacién de prolina y lisina, la fosforilacién de grupos hidroxilo de
residuos de serilo o treonilo, la metilacién de los grupos a-amino de las cadenas laterales de lisina, arginina e histidina
[T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H. Freeman & Co., San Francisco, paginas 79-86
(1983)], acetilacion de la amina N-terminal, y la amidacién de cualquier grupo carboxilo C-terminal.

Otro tipo de modificacién covalente del polipéptido PRO301 incluido en el alcance de la presente invencién com-
prende la alteracion del patréon de glicosilacién nativo del polipéptido. Por “alteracion del patrén de glicosilacién
nativo” para los objetivos de la presente invencidn se pretende indicar la eliminacién de uno o més grupos carbohidra-
tos hallados en PRO301 de secuencia nativa y/o la adicién de uno o mds sitios de glicosilacién que no estan presentes
en el PRO301 de secuencia nativa y/o la alteracién de la proporcién y/o composicion de los residuos azicares unidos
al sitio o sitios de glicosilacion.

La adicidn de sitios de glicosilacion al polipéptido PRO301 se puede realizar alterando la secuencia de amino4ci-
dos. La alteracién se puede realizar, por ejemplo, mediante la adicién de, o la sustitucién por, uno o mas residuos de
serina o treonina en el PRO301 de secuencia nativa (para sitios de glicosilacién unidos a O). La secuencia de aminod-
cidos de PRO301 puede alterarse opcionalmente a través de los cambios a nivel de ADN, particularmente mediante la
mutacioén del ADN que codifica el polipéptido PRO245 en bases preseleccionadas, de manera que los codones que se
generan se traducirdn en los aminodcidos deseados.

Otros medios para aumentar el nimero de grupos carbohidrato en el polipéptido PRO301 es mediante acoplamiento
quimico o enzimético de glicésidos al polipéptido. Dichos procedimientos estdn descritos en la técnica, por ejemplo,
en WO 87/05330 publicada el 11 de septiembre de 1987, y en Aplin y Wriston, CRC Crit. Rev. Biochem., paginas 259-
306 (1981).

La eliminacién de grupos carbohidrato presentes en el polipéptido PRO301 se puede realizar quimica o enzima-
ticamente o mediante sustitucion mutacional de codones que codifican los residuos de aminodcidos que actian como
dianas para la glicosilacion. Las técnicas de desglicosilaciéon quimicas son conocidas en el sector y estan descritas, por
ejemplo, por Hakimuddin, et. al. Arch. Biochem. Biophys., 259:52 (1987) y por Edge, et al. Anal. Biochem., 118:131
(1981). La divisién enzimética de grupos carbohidrato del polipéptido se puede conseguir mediante la utilizacion de
un conjunto de endo- y exoglicosidasas tal y como se describe en Thotakura et al. Meth. Enzymol., 138:350 (1987).

Otro tipo de modificacién covalente de PRO301 comprende la unién del polipéptido PRO301 a uno de un conjunto
de polimeros no proteindceos, por ejemplo, polietilenglicol, polipropilenglicol o polioxialquilenos, de la forma esta-
blecida en las Patentes de Estados Unidos Nos: 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192 6 4.179.337.

E1 PRO301 de la presente invencién también se puede modificar de manera que forme una molécula quimérica que
comprenda PRO301 fusionado a otro polipéptido o secuencia de aminodcidos heter6logos. En una realizacion, dicha
molécula quimérica comprende una fusién del PRO301 con un polipéptido etiqueta que proporciona un epitopo al
que se puede unir selectivamente un anticuerpo anti-etiqueta. El epitopo-etiqueta se sitiia generalmente en el extremo
terminal amino o carboxilo del PRO301. La presencia de dichas formas epitopo etiquetadas del PRO301 se pueden
detectar utilizando un anticuerpo contra el polipéptido etiqueta. Ademads, la disposicion del epitopo-etiqueta permite
que el PRO301 se purifique facilmente mediante purificacién de afinidad utilizando un anticuerpo anti-etiqueta u otro
tipo de matriz de afinidad que se une al epitopo-etiqueta. En una realizacion alternativa, la molécula quimérica puede
comprender una fusién del PRO301 con una inmunoglobulina o una regién particular de una inmunoglobulina. Para
una forma bivalente de la molécula quimérica, dicha fusién podria ser la regién Fc de una molécula IgG.

En la técnica se conocen varios polipéptidos etiqueta y sus respectivos anticuerpos. Entre los ejemplos se inclu-
yen etiquetas poli-histidina (poli-his) o poli-histidina-glicina (poli-his-gly); el polipéptido etiqueta de gripe HA y su
anticuerpo 12C45 [Field et al., Mol. Cell. Biol., 8: 2159-2165 (1988)]; la etiqueta c-myc y los anticuerpos 8F9, 3C7,
6E10, G4, B7 y 9E10 de la misma [Evan et al., Molecular and Cellular Biology, 5: 3610-3616 (1985)]; y la etique-
ta de gliproteina D (gD) del virus del Herpes Simplex y su anticuerpo [Paborsky et al., Protein Engineering, 3 (6):
547-553 (1990)]. Entre otros polipéptidos etiqueta se incluyen el péptido-Flag [Hopp et al., BioTechnology, 6: 1204-
1210 (1988)]; el péptido epitopo KT3 [Martin et al., Science, 255: 192-194 (1992)]; un péptido epitopo de a-tubulina
[Skinner et al., J. Biol. Chem., 266: 15163-15166 (1991)]; y el péptido-etiqueta de la proteina T7 del gen 10 [Lutz-
Freyemuth et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 6393-6397 (1990)].
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4. Produccion y aislamiento de PRO301

La siguiente descripcién se refiere principalmente a la produccién de PRO301 mediante el cultivo de células
transformadas o transfectadas con un vector que contiene acido nucleico de PRO301. Naturalmente, se prevé que
se puedan utilizar procedimientos alternativos, que se conocen bien en la técnica, para preparar PRO301. Por ejemplo,
la secuencia de PRO301, o partes de la misma, se pueden producir mediante sintesis directa de péptidos utilizando
técnicas de fase sdlida [véase, por ejemplo, Stewan et al., Solid-Phase Peptide Synthesis, W.H. Freeman Co., San
Francisco, CA (1969); Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85: 2149-2154 (1963)]. La sintesis de proteinas in vitro se
puede realizar utilizando técnicas manuales o mediante automatizacién. La sintesis automatizada se puede realizar,
por ejemplo, utilizando un Applied Biosystems Peptide Synthesizer (Foster City, CA) utilizando las instrucciones del
fabricante. Se pueden sintetizar quimicamente varias partes del PRO301 de forma separada y se pueden combinar
utilizando procedimientos quimicos o enzimaticos para producir PRO301 de longitud completa.

a. Aislamiento del ADN que codifica PRO301

El ADN que codifica PRO301 se puede obtener a partir de una biblioteca de ADNc preparada a partir de tejido
que se cree que posee el ARNm de PRO301 y expresarlo a un nivel detectable. Por consiguiente, el ADN de PRO301
humano se puede obtener convenientemente a partir de una biblioteca de ADNCc preparada a partir de tejido humano,
tal como se describe en los Ejemplos. El gen que codifica PRO301 también se puede obtener a partir de una biblioteca
genémica o mediante sintesis de oligonucleétidos.

Las bibliotecas se pueden cribar con sondas (tales como anticuerpos para PRO301 u oligonucleétidos de por lo me-
nos aproximadamente 20-80 bases) disefiados para identificar el gen de interés o la proteina codificada por el mismo.
El cribado del ADNc o biblioteca gendmica con la sonda seleccionada se puede realizar utilizando procedimientos
estandar, tal como se describe en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (New York: Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1989). Un medio alternativo para aislar el gen que codifica PRO301 es utilizar la metodo-
logia de PCR [Sambrook et al., supra; Dieffenbach et al., PCR Primer: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1995)].

Los siguientes Ejemplos describen técnicas para cribar una biblioteca de ADNc. Las secuencias de oligonucle6ti-
dos seleccionadas como sondas deberian ser de longitud suficiente y suficientemente inequivoca para que se minimicen
los falsos positivos. El oligonucleétido estd preferiblemente marcado de manera que se puede detectar tras la hibrida-
cién a ADN en la biblioteca que se criba. Los procedimientos de marcado son bien conocidos en la técnica, e incluyen
la utilizacién de radiomarcadores como ATP marcado con *?P, biotinilacién o marcaje enzimatico. Las condiciones
de hibridacién, incluyendo la astringencia moderada y la astringencia elevada, se proporcionan en Sambrook et al.,
supra.

Las secuencias identificadas en dichos procedimientos de cribado de bibliotecas se pueden comparar y alinear
a otras secuencias conocidas depositadas y disponibles en los bancos de datos publicos, tales como el Banco de
Genes u otros bancos de datos de secuencias. La identidad de secuencia (a nivel de aminoacido o nucleétido) en las
regiones definidas de la molécula o a lo largo de la secuencia de longitud completa se puede determinar a través de
la alineacién de secuencias utilizando programas de software informadtico, tales como BLAST, BLAST-2, ALIGN,
DNAstar e INHERIT que utilizan varios algoritmos para medir la homologia.

El 4cido nucleico que tiene la secuencia de codificacién de la proteina se puede obtener mediante el cribado
del ADNc seleccionado o las bibliotecas gendmicas utilizando la secuencia de aminodcidos deducida descrita en la
presente invenciOn por primera vez, y, si es necesario, utilizando procedimientos convencionales de extensién con
cebadores tal y como se describe en Sambrook et al., supra, para detectar precursores e intermedios de procesamiento
de ARNm que no se han transcrito de forma inversa en el ADNCc.

b. Seleccion y transformacion de células huésped

Las células huésped se transfectan o transforman con vectores de expresion o clonacidn descritos en la presente
para la produccién de PRO245 y se cultivan en medios nutrientes convencionales modificados para que sean adecuados
para inducir promotores, seleccionar transformantes, o amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas. Las
condiciones de cultivo, tales como el medio, la temperatura, el pH y similares, se pueden seleccionar por un técnico en
la materia sin una experimentacion excesiva. En general, los principios, protocolos y técnicas practicas para maximizar
la productividad de cultivos celulares se pueden encontrar en Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approach,
M. Butler, ed. IRL Press, 1991) y Sambrook et al., supra.

Los procedimientos de transfeccion son conocidos por el técnico en la materia, por ejemplo, CaPO y electropora-
cién. Dependiendo de la célula huésped utilizada, la transformacidn se realiza utilizando técnicas estdndar adecuadas
a dichas células. El tratamiento de calcio que utiliza cloruro cdlcico, tal y como se describe en Sambrook et al., supra,
o la electroporacién se utilizan generalmente para procariotas u otras células que contienen barreras célula-pared sus-
tanciales. La infeccion con Agrobacterium tumefaciens se utiliza para la transformacion de ciertas células vegetales,
tal como describe Shaw et al., Gene, 23:315 (1983) y WO 89/05859 publicada el 29 de junio de 1989. Para las células
de mamiferos sin dichas paredes celulares, se puede utilizar el procedimiento de precipitacion con fosfato calcico de
Graham y van der Eb, Virology, 52: 456-457 (1978). En la Patente de Estados Unidos No. 4.399.216 se han descrito
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aspectos generales de transformaciones de sistemas de células huésped de mamiferos. Las transformaciones en la le-
vadura se llevan a cabo habitualmente segiin el procedimiento de Van Solingen et al., J. Bact., 130: 946 (1977) y Hsiao
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 76: 3829 (1979). Sin embargo, también se pueden utilizar otros procedimientos
para introducir ADN en células, tales como mediante microinyeccién nuclear, electroporacion, fusién de protoplasto
bacteriano con células intactas, o policationes, por ejemplo, polibreno, poliornitina. Para varias técnicas para trans-
formar células de mamifero, ver Keown et al., Methods in enzymology, 185:527-537 (1990) y Manssur et al., Nature,
336. 348-352 (1988).

Entre las células huésped adecuadas para la clonacién o expresion del ADN en los vectores de la presente invencion
se incluyen células procariotas, de levadura, o eucariotas superiores. Entre las procariotas adecuadas se incluyen, pero
so se limitan a, eubacterias, tales como organismos Gram-negativo o Gram-positivo, por ejemplo, Enterobacteriaceae,
tal como E. coli. Varias cepas de E. coli estan disponibles publicamente, tales como la cepa de E. coli K12 MM294
(ATCC 31.446); E. coli X1776 (ATCC 31.537); cepa de E. coli W3110 (ATCC 27.325) y K5772 (ATCC 53.635).

Ademds de los procariotas, los microbios eucariotas, tales como hongos o levaduras filamentosos, son huéspedes
de clonacién o expresion adecuados para vectores que codifican PRO245. El Saccharomyces cerevisiae es un micro-
organismo huésped eucaridtico inferior utilizado habitualmente.

Las células huésped adecuadas para la expresion de PRO301 glicosilado se derivan de organismos multicelulares.
Entre los ejemplos de células de invertebrados se incluyen células de insectos, tales como Droshophila S2 y Spodoptera
S19, asi como células vegetales. Entre los ejemplos de lineas celulares huésped de mamiferos ttiles se incluyen células
de ovario de hamster chino (CHO) y células COS. Algunos ejemplos mds especificos incluyen la linea CV1 de rifién
de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); linea de rifién de embrién humano (células 293 o 293
subclonadas para el crecimiento en cultivo de suspension, Graham et al., J. Gen Virol., 36:59 (1977)); células de ovario
de hamster chino/-DHFR (CHO. Urlaub and Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)); células de sertoli de
ratén (TM4, Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980)); células de pulmén humano (W138, ATCC CCL 75); células
de higado humano (Hep G2, HB 8065); y tumor mamario de ratén (MMT 060562, ATCC CCL51). La seleccién de la
célula huésped apropiada se estima que estd dentro de la técnica.

c. Seleccion y utilizacion de un vector replicable

El 4cido nucleico (por ejemplo, ADNc o ADN gendémico), que codifica PRO301 se puede insertar en un vector
replicable para la clonacién (amplificacién del ADN) o para la expresion. Existen varios vectores disponibles publi-
camente. El vector puede estar, por ejemplo, en forma de pldsmido, c6smido, particula viral, o fago. La secuencia de
acidos nucleicos apropiada se puede insertar en el vector mediante una serie de procedimientos. En general, el ADN
se inserta en un sitio o sitios de endonucleasa de restriccién apropiados utilizando técnicas conocidas en el sector. Los
componentes de los vectores incluyen generalmente, pero no se limitan a, una o mas secuencias sefial, un origen de
replicacién, uno o mas genes marcadores, un elemento potenciador, un promotor y una secuencia de terminacién de la
transcripcion. La construccion de vectores adecuados que contienen uno o mas de estos componentes utiliza técnicas
de unién estandar que son conocidas por un técnico en la materia.

El PRO301 se puede producir recombinantemente no sélo directamente, sino también como un polipéptido de
fusién con un polipéptido heterdlogo, que puede ser una secuencia sefial u otro polipéptido que tiene un sitio de
division especifica en el extremo N-terminal de la proteina o polipéptido maduro. En general, la secuencia sefial puede
ser un componente del vector, o puede ser una parte del ADN que codifica el PRO301 que se inserta en el vector.
La secuencia sefial puede ser una secuencia sefial procariota seleccionada, por ejemplo, del grupo de las secuencias
lideres de fosfatasa alcalina, penicilinasa, Ipp o enterotoxina II estable térmicamente. Para la secrecién en levaduras,
la secuencia sefial puede ser, por ejemplo, la secuencia lider de invertasa de levadura, la secuencia lider del factor alfa
(incluyendo secuencias lideres de factor @ de Saccharomyces y Kluyveromyces, el tltimo descrito en la Patente de
Estados Unidos No. 5.010.182), o secuencia lider de fosfatasa dcida, la secuencia lider de C. Albicans glucoamilasa
(EP 362.179 publicada el 4 de abril de 1990) o la sefial descrita en WO 90/13646, publicada el 15 de noviembre
de 1990. En la expresién de células de mamiferos, las secuencias sefial de mamiferos se pueden utilizar para dirigir
la secrecién de la proteina, tales como secuencias sefial de polipéptidos secretados de la misma especie o especies
relacionadas, asi como secuencias lideres virales secretoras.

Ambos vectores de expresion y clonacion contienen una secuencia de dcidos nucleicos que permite la replicacién
del vector en una o mas células huésped seleccionadas. Dichas secuencias son conocidas para un conjunto de bac-
terias, levadura, y virus. El origen de la replicacion del plasmido pBR322 es adecuado para la mayoria de bacterias
Gram-negativas, el origen del plasmido 2 u es adecuado para la levadura, y varios origenes virales (SV40, polioma,
adenovirus, VSV o BPV) son ttiles para vectores de clonacion en células de mamiferos.

Los vectores de clonacidn y expresion contendrdn habitualmente un gen de seleccion, también denominado como
marcador seleccionable. Los genes de seleccion habituales codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibidti-
cos u otras toxinas, por ejemplo, ampicillina, neomicina, metotrexato o tetraciclina, (b) complementan las deficiencias
auxotrdficas, o (c) suministran nutrientes criticos no disponibles del medio complejo, por ejemplo, el gen que codifica
D-alanina racemasa para Bacilli.
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Un ejemplo de marcadores seleccionables adecuados para células de mamiferos son aquéllos que permiten la
identificacién de células competentes para captar el dcido nucleico que codifica PRO301, tal como DHFR o timidina
quinasa. Una célula huésped apropiada cuando se utiliza DHFR de tipo natural es la linea de células CHO deficiente
en actividad de DHFR, preparada y propagada tal y como se describe por Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
77:4216 (1980). Un gen de seleccidn adecuado para su utilizacion en la levadura es el gen #rp/ presente en el plasmido
de la levadura YRp7 [Stinchcomb et al., Nature, 282:39 (1979); Kingsman et al., Gene, 7:141 (1979); Tschemper
et al., Gene, 10:157 (1980)]. El gen trpl proporciona un marcador de seleccion para una cepa mutante de levadura
que carece de la capacidad de crecer en triptfano, por ejemplo, ATCC No. 44076 o PEP4-1 [Jones, Genetics, 85:12
1977)].

Los vectores de clonacién y expresién contienen habitualmente un promotor unido operativamente a la secuen-
cia de acidos nucleicos que codifica PRO301 para dirigir la sintesis de ARNm. Los promotores reconocidos por un
conjunto de células huésped potenciales son conocidos. Entre los promotores adecuados para utilizar con huéspedes
procariotas se incluyen los sistemas de promotores de S-lactamasa y lactosa [Chang et al., Nature, 275:615 (1978);
Goeddel et al., Nature, 281:544 (1979)], fosfatasa alcalina, un sistema de promotor de triptéfano (trp) [Goeddel, Nu-
cleic Acids Res., 8:4057 (1980); EP 36.776], y promotores hibridos, tales como el promotor tac [deBoer et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 80:21-25 (1983)]. Los promotores para utilizar en sistemas bacterianos también contendran una
secuencia de Shine-Dalgamo (S.D.) unida operativamente al ADN que codifica PRO301.

Entre los ejemplos de secuencias promotoras adecuadas para su utilizacién con huéspedes de levadura se incluyen
promotores para 3-fosfoglicerato quinasa [Hitzeman et al., J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)] u otras enzimas gluco-
liticas [Hess et al., J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968); holland, Biochemistry, 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 promotores de levaduras, que son promotores inducibles que tienen la ventaja adicional de una transcrip-
cioén controlada mediante condiciones de crecimiento, son las regiones promotoras para alcohol deshidrogenasa 2,
isocitocromo C, fosfatasa dcida, enzimas degradativos asociados con el metabolismo del nitrégeno, metalotioneina,
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, y enzimas responsables de la utilizacién de maltosa y galactosa. Los vectores
y promotores adecuados para la utilizacion en la expresion en levaduras se describen adicionalmente en EP 73.657.

La transcripcién de PRO301 desde vectores en células huésped de mamiferos estd controlada, por ejemplo, me-
diante promotores obtenidos de los genomas de virus, tales como virus del polioma, virus de la viruela aviar (Patente
del Reino Unido 2.211.504 publicada el 5 de julio de 1989), adenovirus (tal como el Adenovirus 2), el virus de papilo-
ma bovino, virus del sarcoma aviar, citomegalovirus, un retrovirus, virus de la hepatitis-B y virus de simio 40 (SV40),
de promotores de mamiferos heterélogos, por ejemplo, el promotor de actina o un promotor de inmunoglobulina, y
de promotores de choque térmico, siempre y cuando dichos promotores sean compatibles con los sistemas de células
huésped.

Se puede incrementar la transcripcién de un ADN que codifica el PRO301 por eucariotas superiores mediante la
insercion de una secuencia potenciadora en el vector. Los potenciadores son elementos que actian en cis de ADN, ha-
bitualmente aproximadamente de 10 a 300 pb, que actian en un promotor para aumentar su transcripcién. Actualmente
se conocen muchas secuencias potenciadoras de genes de mamiferos (globina, elastasa, albimina, a-fetoproteina e in-
sulina). Habitualmente, sin embargo, se utilizard un potenciador de un virus de célula eucariota. Entre los ejemplos se
incluyen el potenciador de SV40 en la cara tardia del origen de replicacién (pb 100-270), el potenciador de promotor
temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma en la cara tardia del origen de replicacion, y potenciadores
de adenovirus. El potenciador se puede cortar y empalmar (“splice”) en el vector en una posicién 5° 6 3’ con respecto
a la secuencia codificante de PRO301, pero se sitia preferiblemente en un sitio 5’ desde el promotor.

Los vectores de expresion utilizados en células huéspedes eucariotas (Ilevadura, hongos, insectos, plantas, animales,
humanos, o células nucleadas de otros organismos multicelulares) también contendran secuencias necesarias para la
terminacion de la transcripcion y para la estabilizaciéon del ARNm. Dichas secuencias estdn disponibles habitualmente
de las regiones no traducidas 5’ y, ocasionalmente 3’, de ADNs o ADNCcs eucariotas o virales. Estas regiones contienen
segmentos de nucleétidos transcritos como fragmentos poliadenilados en la parte no traducida del ARNm que codifica
PRO301.

En Gething et al., Nature, 293:620-625 (1981); Mantei et al., Nature, 281:40-46 (1979); EP 117.060 y EP 117.058
se describen adicionalmente otros procedimientos, vectores, y células huésped adecuados para la adaptacién a la
sintesis de PRO301 en cultivos de células de vertebrados recombinantes.

d. Deteccion de la amplificacion/expresion de los genes

La amplificacién y/o expresion de los genes se puede medir en una muestra directamente, por ejemplo, mediante
transferencia Southern convencional, transferencia Northern convencional para cuantificar la transcripciéon de ARNm
[Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:5201-5205 (1980)], transferencia de puntos (analisis de ADN), o hibridacion
in situ, utilizando una sonda marcada apropiadamente, basada en las secuencias proporcionadas en la presente inven-
cion. Alternativamente, se pueden utilizar anticuerpos que pueden reconocer cadenas dobles especificas, incluyendo
cadenas dobles de ADN, cadenas dobles de ARN, cadenas dobles de hibridos de ADN-ARN o cadenas dobles de
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ADN-proteina. Los anticuerpos a su vez se pueden marcar y el ensayo se puede llevar a cabo cuando la doble cadena
estd unida a una superficie, de manera que tras la formacién de cadenas dobles en la superficie, se puede detectar la
presencia de anticuerpos unidos a la cadena doble.

La expresion génica se puede medir, alternativamente, mediante procedimientos inmunoldgicos, tales como tincién
inmunohistoquimica de células o secciones de tejido y ensayo de cultivo de células o fluidos corporales, para cuan-
tificar directamente la expresion del producto génico. Los anticuerpos ttiles para la tinciéon inmunohistoquimica y/o
ensayo de fluidos pueden ser monoclonales o policlonales, y se pueden preparar en cualquier mamifero. Convenien-
temente, los anticuerpos se pueden preparar contra un polipéptido PRO301 de secuencia nativa o contra un péptido
sintético basado en las secuencias de ADN proporcionadas en la presente invencién o contra una secuencia exdégena
fusionada a ADN de PRO301 y codifica un epitopo de anticuerpo especifico.

e. Purificacion de polipéptido

Las formas de PRO301 se pueden recuperar del medio de cultivo o de los lisatos de células huésped. Si estd
unido a membrana, se puede liberar de la membrana utilizando una solucién de detergente adecuada (por ejemplo,
Tritén X-100) o mediante divisién enzimadtica. Las células utilizadas en la expresion de PRO301 se pueden interrumpir
mediante diversos medios fisicos o quimicos, tales como el ciclo congelacién-descongelacidn, sonicacién, destruccién
mecdnica, o agentes para lisar células.

Se puede desear purificar PRO301 a partir de proteinas o polipéptidos de células recombinantes. Los siguientes
procedimientos son ejemplos de procedimientos de purificacién adecuados: mediante fraccionamiento en una columna
de intercambio i6nico; precipitacion con etanol; HPLC de fase inversa; cromatografia sobre silice o una resina de
intercambio catiénico, tal como DEAE; “cromatofocusing”; SDS-PAGE; precipitacion con sulfato aménico; filtracién
en gel utilizando, por ejemplo, Sephadex G-75; columnas de proteina A sefarosa para eliminar contaminantes, tales
como IgG, y columnas quelantes de metales para unir formas etiquetadas con epitopo del PRO301. Se pueden utilizar
varios procedimientos de purificacién de proteinas y dichos procedimientos son conocidos en la técnica y se describen,
por ejemplo, en Deutscher, Methods in Enzymology, 182 (1990); Scopes, Protein Purification: Principles and Practice,
Springer-Verlag, Nueva York (1982). La etapa o etapas de purificacién seleccionadas dependeran, por ejemplo, de la
naturaleza del proceso de produccién utilizado y el PRO301 concreto producido.

2. Distribucion del tejido

La localizacion de tejidos que expresan los polipéptidos de la presente invencidn se pueden identificar mediante
la determinacién de la expresion del ARNm en varios tejidos humanos. La localizacién de dichos genes proporciona
informacién sobre qué tejidos estd probablemente afectados por las actividades estimuladoras e inhibidoras de los
polipéptidos de la presente invencién. La localizacion de un gen en un tejido especifico también proporciona un tejido
de muestra para los ensayos de bloqueo de actividad descritos a continuacidn.

La expresion génica en varios tejidos se puede medir mediante transferencia Southern convencional, transferencia
Northern para cuantificar la transcripcion de ARNm (Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:5201-5205 ), transfe-
rencia de puntos (andlisis de ADN), o hibridacién in situ, utilizando una sonda marcada apropiadamente, basada en
las secuencias proporcionadas en la presente invencion. Alternativamente, se pueden utilizar anticuerpos que pueden
reconocer cadenas dobles especificas, incluyendo cadenas dobles de ADN, cadenas dobles de ARN y cadenas dobles
de hibridos de ADN-ARN o cadenas dobles de ADN-proteina.

Alternativamente, la expresion génica en varios tejidos se puede medir mediante procedimientos inmunolégicos,
tales como tincién inmunohistoquimica de secciones de tejido y el ensayo de cultivos celulares o fluidos corporales,
para cuantificar directamente la expresién del producto génico. Los anticuerpos utiles para la tincién inmunohisto-
quimica y/o el ensayo de fluidos de muestra pueden ser monoclonales o bien policlonales, y se pueden preparar en
cualquier mamifero. Convenientemente, los anticuerpos se pueden preparar contra una secuencia nativa de un po-
lipéptido de la presente invencidn o contra un péptido sintético basado en las secuencia de ADN que codifican el
polipéptido de la presente invencidn o contra una secuencia exogena fusionada a un ADN que codifica un polipéptido
de la presente invencion y que codifica un epitopo de anticuerpo especifico. A continuacién, se proporcionan técnicas
generales para generar anticuerpos y protocolos especiales para la transferencia Northern e hibridacién in situ.

3. Estudios de union a anticuerpo

La actividad de los polipéptidos de la presente invencién se puede verificar adicionalmente mediante estudios
de unién a anticuerpo, en los que se prueba la capacidad de los anticuerpos anti-PRO301 para inhibir el efecto de
los polipéptidos PRO301 en las células de los tejidos. Entre los ejemplos de anticuerpos se incluyen anticuerpos
policlonales, monoclonales, humanizados, biespecificos y heteroconjugados, la preparacion de los cuales se describird
posteriormente en la presente invencion.

Los estudios de unién a anticuerpo se pueden llevar a cabo en cualquier de los procedimientos de ensayo conocidos,

tales como ensayos de unién competitiva, ensayos de sandwich directos e indirectos y ensayos de inmunoprecipitacion.
Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques paginas 147-158 (CRC Press Inc. 1987).
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Los ensayos de unién competitiva dependen de la capacidad de un patrén marcado para competir con el analito
muestra de prueba por la unién con una cantidad limitada de anticuerpo. La cantidad de proteina diana en la muestra de
prueba es inversamente proporcional a la cantidad de patrén que se une a los anticuerpos. Para facilitar la determinacién
de la cantidad de patrén que se une, los anticuerpos se insolubilizan preferiblemente antes o después de la competicion,
de manera que el patron y el analito que se unen a los anticuerpos se pueden separar convenientemente del patrén y el
analito que permanece sin unir.

Los ensayos sandwich implican la utilizacién de dos anticuerpos, cada uno capaz de unirse a una parte inmu-
nogénica diferente, o epitopo, de la proteina a detectar. En un ensayo sdndwich, el analito muestra de prueba se une
mediante un primer anticuerpo que estd inmovilizado sobre un soporte sélido y, a continuacién, un segundo anticuerpo
se une al analito, formando de esta manera un complejo de tres partes insoluble. Ver, por ejemplo, la Patente USA No.
4.376.110. El segundo anticuerpo puede marcarse a si mismo con un grupo detectable (ensayos de sandwich directos)
o se puede medir utilizando un anticuerpo anti-inmunoglobulina que estd marcado con un grupo detectable (ensayo de
sandwich indirecto). Por ejemplo, un tipo de ensayo sandwich es un ensayo ELISA, en cuyo caso el grupo detectable
es una enzima.

Para la inmunohistoquimica, la muestra de tejido puede ser nueva o congelada o puede estar incrustada en parafina
y fijada con un conservante, tal como formalina, por ejemplo.

4. Ensayos basados en células

Los ensayos basados en células y modelos animales para enfermedades relacionadas con el sistema inmune se
pueden utilizar para entender con mayor detalle la relacién entre los genes y los polipéptidos identificados en la
presente invencion y el desarrollo y patogénesis de la enfermedad relacionada con el sistema inmune.

En un enfoque diferente, las células de un tipo conocido de células que estardn implicadas en una enfermedad
concreta relacionada con el sistema inmune se transfectan con los ADNcs descritos en la presente invencion, y se
analiza la capacidad de estos ADNcs para estimular o inhibir la funcién inmune. Las células adecuadas se pueden
transfectar con el gen deseado y se monitoriza la actividad de la funcién inmune. Dichas lineas celulares transfectadas
se pueden utilizar entonces para probar la capacidad de los anticuerpos poli- 0 monoclonales o composiciones de
anticuerpos para inhibir o estimular la funcién inmune, por ejemplo, para modular la proliferacion de células T o la
infiltracion de células inflamatorias. Las células transfectadas con las secuencias codificantes de los genes identificados
en la presente invencién se pueden utilizar adicionalmente para identificar candidatos de farmacos para el tratamiento
de enfermedades relacionadas con el sistema inmune.

Ademais, se pueden utilizar cultivos primarios derivados de animales transgénicos (tal y como se ha descrito a
continuacién) en los ensayos basados en células de la presente invencién, aunque se prefieren lineas celulares estables.
Las técnicas para derivar las lineas celulares continuas a partir de animales transgénicos son conocidas en la técnica
(ver, por ejemplo, Small et al., Mol. Cell. Biol. 5, 642-648 [1985]).

Un ensayo basado en células adecuado es la reaccion de linfocitos mezclados (MLR). Current Protocols in Im-
munology, unidad 3.12; editada por J E Coligan, A M Kruisbeek, D H Marglies, E M Shevach, W Strober. National
Institutes of Health, publicada por John Wiley and Sons, Inc. En este ensayo, se ensaya la capacidad de un compuesto
de prueba para estimular la proliferaciéon de células T activadas. Se cultiva una suspensién de células T de respuesta
con células estimuladoras alogénicas y se mide la proliferacion de células T mediante la captacionde timidina tritia-
da. Este ensayo es una medida general de la reactividad de células T. Dado que la mayoria de células responde a y
producen IL-2 después de la activacion, las diferencias de respuesta en este ensayo refleja en parte las diferencias en
la produccién de IL-2 por las células de respuesta. Los resultados de MLR pueden verificarse mediante un ensayo de
deteccion de linfoquinas (IL-2) estdndar. Current Protocols in Immunology, supra 3.15, 6.3.

Una respuesta proliferativa de células T en un ensayo MLR puede ser debida a una respuesta mitogénica o puede ser
debida a una respuesta estimuladora por las células T. La verificacién adicional de la actividad estimuladora de células
T de los polipéptidos de la presente invencidn se puede obtener mediante un ensayo de estimulacién. La activacién
de células T requiere una sefial especifica de antigeno mediada a través del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) y una sefial coestimuladora mediada a través de una segunda interaccion de unién a ligando, por ejemplo, la
interaccidon de unién a B7(CDBO.CD86)/CD28. El entrecruzamiento con Cd28 aumenta la secrecién de linfoquinas
por células T activadas. La activacion de células T tiene controles tanto negativos como positivos a través de la unién de
ligandos que tienen un efecto negativo o positivo. CD28 y CTLA-4 son glicoproteinas relacionadas en la superfamilia
de Ig que se unen a B7. La unién de CD28 a B7 tiene un efecto de coestimulacion positiva de la activacién de células
T; en cambio, la unién de CTLA-4 a B7 tiene un efecto de desactivacion de células T negativo. Chambers, C. A. y
Allison, J. P, Curr. Opin. Immunol. (1997) 9:396. Schwartz, R. H., Cell (1992) 71:1065; Linsey, P.S. y Ledbetter,
J.A., Annu. Rev. Immunol., (1993) 11:191; June, C.H. et al., Immunol. Today (1994) 15:321; Jenkins, M.K., Immunity
(1994) 1:405. En un ensayo de coestimulacion, se ensayan los polipéptidos de la presente invencion por la actividad
coestimuladora o inhibidora de las células T.

Los polipéptidos de la presente invencion, asi como otros compuestos de la presente invencién, que son estimu-
ladores (coestimuladores) de la proliferacién de células T, tal como se ha determinado mediante MLR y ensayos
de coestimulacion, por ejemplo, son ttiles en el tratamiento de enfermedades relacionadas con el sistema inmune
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caracterizadas por una funcién inmune escasa, subdptima o inadecuada. Estas enfermedades se tratan mediante la
estimulacion de la proliferacién y activacion de células T (e inmunidad mediada por células T) y la potenciacion de
la respuesta inmune en un mamifero a través de la administracién de un compuesto estimulador, tal como los po-
lipéptidos estimulantes de la presente invencién. El polipéptido estimulante puede ser un polipéptido PRO301 o un
anticuerpo agonista para el mismo. La terapia con inmunoadyuvantes para el tratamiento de tumores, descrita con mas
detalle a continuacidn, es un ejemplo de esta utilizacion de los compuestos estimulantes de la presente invencion. Los
anticuerpos que se unen a polipéptidos inhibidores actian para potenciar la respuesta inmune mediante la eliminacién
del efecto inhibidor de los polipéptidos inhibidores. Este efecto se observa en experimentos que utilizan anticuerpos
anti-CTLA-4 que aumentan la proliferacién de células T, supuestamente mediante la eliminacién de la sefial inhibidora
provocada por la unién a CTLA-4. Walunas, T.L. et al., Immunity (1994) 1:405. Esta utilizacién también se confirma
en experimentos con glicoproteina 4-1BB, un miembro de la familia de receptores del factor de necrosis tumoral que
se une a un ligando (4-1BBL) expresado en células T cebadas y sefiala la activacién y crecimiento de células T. Al-
derson, M. E. et al., J. Immunol. (1994) 24:2219. La inhibicién de la unién a 4-1BB mediante el tratamiento con un
anticuerpo anti-41BB aumenta la gravedad de la enfermedad injerto contra huésped y se puede utilizar para erradicar
tumores. Hellstrom, 1. y Hellstrom, H.E. Crit. Rev. Immunol. (1998) 18:1.

Por otro lado, los polipéptidos de la presente invencién, asi como otros compuestos de la presente invencion, que
son inhibidores de la proliferacién/activacién de células T y/o la secrecién de linfoquinas, se pueden utilizar directa-
mente para suprimir la respuesta inmune. Estos compuestos son Utiles para reducir el grado de la respuesta inmune y
para tratar las enfermedades relacionadas con el sistema inmune caracterizadas por una respuesta hiperactiva, supe-
roptima o autoinmune. Alternativamente, los anticuerpos que se unen a los polipéptidos estimulantes de la presente
invencion y bloquean el efecto estimulante de estas moléculas se pueden utilizar para suprimir la respuesta inmune
mediada por células T mediante la inhibicién de la proliferacion/activacion de células T y/o la secrecidn de linfoquinas.
El bloqueo del efecto estimulante de los polipéptidos suprime la respuesta inmune del mamifero.

5. Modelos de animales

Los resultados de los ensayos in vitro basados en células se pueden verificar adicionalmente utilizando modelos
de animales in vivo y ensayos de la funcién de las células T. Se puede utilizar una serie de modelos de animales bien
conocidos para entender adicionalmente el papel de los genes identificados en la presente invencién en el desarrollo
y la patogénesis de enfermedades relacionadas con el sistema inmune, y para ensayar la eficacia de agentes terapéu-
ticos candidatos, incluyendo anticuerpos, y otros antagonistas de los polipéptidos nativos, incluyendo antagonistas de
moléculas pequefas. La naturaleza in vivo de dichos modelos los hace particularmente predictivos de las respuestas
en pacientes humanos. Entre los modelos de animales de enfermedades relacionadas con el sistema inmune se in-
cluyen animales no recombinantes y recombinantes (transgénicos). Entre los modelos de animales no recombinantes
se incluyen, por ejemplo, roedores, por ejemplo, modelos de murinos. Dichos modelos se pueden generar median-
te la introduccién de células en ratones singeneicos utilizando técnicas estandar, por ejemplo, inyeccién subcutdnea,
inyeccidn en vena de cola, implante de bazo, implante intraperitoneal, implante bajo la capsula renal, etc.

La hipersensibilidad por contacto es un ensayo in vivo simple de la funcién inmune mediada por células. En este
procedimiento, las células epidérmicas se exponen a haptenos exdgenos que ocasionan a una reaccién de hipersensi-
bilidad de tipo retrasado que se mide y se cuantifica. La sensibilidad por contacto implica una fase se sensibilizacion
inicial seguido de una fase de estimulacion. La fase de estimulacidn aparece cuando las células epidérmicas encuentran
un antigeno con el que previamente han tenido contacto. Tiene lugar un hinchamiento e inflamacién, haciendo que
éste sea un excelente modelo de dermatitis de contacto alérgica humana. En Current Protocols in Immunology, Eds.,
J. E. Cologan, A. M. Kruisbeek, D. H. Margulies, E. M. Shevach y W. Strober, John Wiley & Sons, Inc., 1994, unidad
4.2 se describe con detalle un procedimiento adecuado. Ver también, Grabbe, S. y Schwarz, T. Immun. Today 19(1):
37-44 (1998).

La enfermedad injerto contra huésped aparece cuando células inmunocompetentes se trasplantan en pacientes
inmunosupresores o tolerantes. Las células donantes reconocen y responden a antigenos huésped. La respuesta puede
variar desde inflamacién aguda amenazadora de la vida hasta casos suaves de diarrea y pérdida de peso. Los modelos
de enfermedad injerto contra huésped proporcionan un medio de valoracién de la reactividad de células T contra
antigenos de MHC y antigenos de transplantes menores. En Current Protocols in Immunology, supra, unidad 4.3 se
describe con detalle un procedimiento adecuado.

Un modelo de animal para rechazo de aloinjerto de piel es un medio de valorar la capacidad de las células T para
mediar en la destruccién de tejido in vivo que es indicativo de y una medida de su papel en la inmunidad antiviral y
de tumores. Los modelos mas comunes y aceptados utilizan injertos de cola-piel murinos. Los experimentos repetidos
han demostrado que el rechazo de aloinjerto de piel estd mediado por células T, células T ayudantes y células T
efectoras agresoras, y no anticuerpos. Auchincloss, H. Jr. Y Sachs, D. H., Fundamental Immunology, 2* Edicién, W.
E. Paul, ed., Raven Press, NY, 1989, 889-992. En Current Protocols in Immunology, supra, unidad 4.4 se describe con
detalle un procedimiento adecuado. Otros modelos de rechazo del transplante que se pueden utilizar para ensayar los
compuestos de la presente invencidn son los modelos de transplante alogeneico de corazén descritos por Tanabe, M et
al. Transplantation (1994) 58:23 y Tinubu, S.A. et al. J. Immunol. (1994) 4330-4338.

Los modelos de animales para la hipersensibilidad de tipo retrasado proporciona un ensayo de funcién inmune
mediada por células también. Las reacciones de hipersensibilidad de tipo retrasado son una respuesta inmune in vivo
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mediada por células T caracterizada por la inflamacién que no alcanza un méaximo hasta después de que haya pasado
un periodo de tiempo después de la estimulacién con un antigeno. Estas reacciones también aparecen en enfermedades
autoinmunes especificas de tejido, tales como esclerosis multiple (MS) y encefalomielitis autoinmune experimental
(EAE, un modelo para MS). En Current Protocols in Immunology, supra, unidad 4.5 se describe con detalle un proce-
dimiento adecuado.

EAE es una enfermedad autoinmune mediada por células T caracterizada por la inflamacién de células T y células
mononucleares y la posterior desmielizacion de axones en el sistema nervioso central. EAE se considera generalmente
un modelo animal relevante para MS en humanos. Bolton, C., Multiple Sclerosis (1995) 1:143. Se han desarrollado
modelos agudos y de recaida-remisién. Se puede ensayar la actividad estimuladora o inhibidora de las de células T
contra la enfermedad desmielinizante mediante por el sistema inmune para los compuestos de la presente invencién
utilizando el protocolo descrito en Current Protocols in Immunology, anterior, unidades 15.1 y 15.2. Ver también los
modelos para la enfermedad de mielina en la que oligodendrocitos o células de Schwann se injertan en el sistema
nervioso central tal como se ha descrito en Duncan 1. D. et al., Molec. Med Today (1997) 554-561.

Un modelo animal para artritis es la artritis inducida por coldgeno. Este modelo comparte caracteristicas clini-
cas, histoldgicas e inmunoldgicas de la artritis reumatoide autoinmune humana y es un modelo aceptable para la
artritis autoinmune humana. Los modelos de ratén y rata se caracterizan por sinovitis, erosion del cartilago y hueso
subcondrial. Se puede ensayar la actividad contra la artritis autoinmune para los compuestos de la presente inven-
cion utilizando los protocolos descritos en Current Protocols in Immunology, anterior, unidades 15.5. Ver también el
modelo que utiliza un anticuerpo monoclonal para las integrinas CD18 y VLA-4 descritas en Issekutz, A. C. et al.,
Immunology (1996) 88:569.

Se ha descrito un modelo de asma en el que se inducen una hiperreactividad de las vias respiratorias inducida por
antigeno, eosinofilia e inflamacién pulmonar mediante la sensibilizacién de un animal con ovoalbtimina y a continua-
cidn la estimulacién del animal con la misma proteina suministrada mediante un aerosol. Varios modelos de animales
(cobaya, rata, primate no humano) muestran sintomas similares al asma atépica en humanos tras el estimulo con anti-
genos del aerosol. Los modelos murinos tienen muchas de las caracteristicas del asma humana. En Wolyniec, W. W.
et al., Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. (1998) 18: 777 y las referencias citadas en la misma se describen procedimientos
adecuados para ensayar la actividad y la efectividad en el tratamiento del asma para los compuestos de la presente
invencion.

Adicionalmente, se puede ensayar en modelos de animales la psoriasis como enfermedad para los compuestos de
la presente invencion. La evidencia sugiere una patogénesis de las células T para la psoriasis. Los compuestos de la
presente invencién se pueden ensayar en el modelo de ratén scid/scid descrito por Schon, M. P. et al., Nat. Med. (1997)
3:183, en el que los ratones demuestran lesiones histopatoldgicas en la piel que se parece a la psoriasis. Otro modelo
adecuado es la quimera de piel humana/ratén scid preparada tal como se ha descrito por Nickoloff, B. J. et al., Am. J.
Path. (1995) 146:580.

Los modelos de animales recombinantes (transgénicos) se pueden diselar mediante la introduccién de la parte
codificante de los genes identificados en la presente invencién en el genoma de los animales de interés, utilizando
técnicas estandar para la produccién de animales transgénicos. Entre los animales que pueden servir como diana para
la manipulacién transgénica se incluyen, sin limitacién, babuinos, chimpanzés y monos. Entre las técnicas conocidas
en el sector para introducir un transgén en dichos animales se incluyen microinyeccién pronucleica (Hoppe y Wanger,
Patente USA No. 4.873.191); tranferencia de genes mediada por retrovirus en lineas germinales (por ejemplo, Van
der Putten et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 6148-615 [1985]); marcaje de genes en células madre embrionarias
(Thompson et al. Cell 56, 313-321 [1989]); electroporacién de embriones (Lo. Mol. Cel., Biol. 3, 1803-1814 [1983]);
transferencia de genes mediada por esperma (Lavitrano et al. Cell. 57, 717-73 [1989]). Para una revision, ver, por
ejemplo, la Patente USA No. 4.736.866.

Para el objetivo de la presente invencion, entre los animales transgénicos se incluyen aquellos que portan el transgén
sOlo en parte de sus células (‘“animales mosaicos”). El transgén se puede integrar como un transgén individual o en
concatameros, por ejemplo, los tindems cabeza con cabeza o cabeza con cola. La introduccidn selectiva de un transgén
en un tipo de célula concreta también es posible siguiendo, por ejemplo, la técnica de Lasko et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 89, 623-636 (1992).

La expresion del transgén en animales trasngénicos se puede monitorizar mediante técnicas estandar. Por ejemplo,
el andlisis con transferencia Southern o la amplificacién por PCR se pueden utilizar para verificar la integracion
del transgén. A continuacion, se puede analizar el nivel de expresiéon de ARNm utilizando técnicas, tales como la
hibridacion in situ, andlisis con transferencia Northern, PCR o inmunocitoquimica.

En los animales se pueden examinar ademds los signos de patologia de enfermedad inmune, por ejemplo, mediante
un examen histoldgico para determinar la infiltracién de células inmunes en tejidos especificos. También se pueden
llevar a cabo experimentos de bloqueo en los que los animales tranasgénicos son tratados con los compuestos de la
presente invencion para determinar la extension de la estimulacién o inhibicién de la proliferacion de las células T por
parte de los compuestos de la presente invencidn. En estos experimentos, se administran al animal los anticuerpos de
bloqueo que se unen al polipéptido de la presente invencion, preparado tal y como se ha descrito anteriormente, y se
determina el efecto en la funcién inmune.
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Alternativamente, se pueden construir animales “knock out” que tienen un gen defectuoso o alterado que codifica
un polipéptido identificado en la presente invencidn, como resultado de la recombinacién homdloga entre el gen
endégeno que codifica el polipéptido y el ADN genémico alterado que codifica el mismo polipéptido introducido en
una célula embrionaria del animal. Por ejemplo, el ADNc que codifica un polipéptido concreto se puede utilizar para
clonar el ADN gendémico que codifica ese polipéptido segun las técnicas establecidas. Una parte del ADN gendémico
que codifica un polipéptido concreto se puede eliminar o reemplazar por otro gen, tal como un gen que codifica un
marcador seleccionable que se puede utilizar para monitorizar la integracion. Habitualmente, varias kilobases de ADN
flanqueante inalterado (en los extremos 5° y 3”) estdn incluidos en el vector [ver, por ejemplo, Thomas y Capecchi,
Cell. 51:503 (1987) para una descripcidon de vectores de recombinacién homoélogos]. El vector se introduce en una
linea de células madre embrionarias (por ejemplo, mediante electroporacion) y se seleccionan las células en las que
el ADN introducido se ha recombinado de manera homdéloga con el ADN endégeno [ver, por ejemplo, Li et al., Cell,
69: 915 (1992)]. A continuacion, las células seleccionadas se inyectan en un blastocito de un animal (por ejemplo, un
ratén o una rata) para formar quimera de agregacion [ver, por ejemplo, Bradley, en Teratocarcinomas and Embryonic
Stem Cells: A Practical Approach, E. J. Robertson ed. (IRL. Oxford, 1987), paginas 113-152]. A continuacién, los
embriones quiméricos se pueden implantar en un animal criado hembra pseudoembarazada y el embrién se lleva a
término para crear un animal “knock out”. La progenie que alberga el ADN recombinado de forma homdloga en
sus células germinales se puede identificar mediante técnicas estdndar y se utiliza para criar animales en los que
todas las células del animal contienen el ADN recombinado de forma homéloga. Los animales knockout se pueden
caracterizar, por ejemplo, por su capacidad de defenderse contra ciertas condiciones patoldgicas y por su desarrollo de
las condiciones patoldgicas debido a la ausencia del polipéptido.

6. Terapia con inmunoadyuvantes

En una realizacion, los compuestos de la presente invencidon que tienen un efecto inmunoestimulador se pueden
utilizar en terapia con inmunoadyuvantes para el tratamiento de tumores (cancer). Actualmente se sabe bien que las
células T reconocen antigenos especificos de tumores humanos. Un grupo de antigenos de tumores, codificados por
las familias de genes MAGE, BAGE y GAGE son silenciosos en todos los tejidos normales adultos, pero se expresan
en cantidades significativas en tumores, tales como melanomas, tumores de pulmoén, tumores de cabeza y cuello, y
carcinomas de la vejiga. DeSmet C. et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:7149. Se ha observado que la coesti-
mulacién de células T induce la regresién tumoral y una respuesta antitumoral tanto in vitro como in vivo. Melero, 1.
et al. Nature Medicine (1997) 3: 682; Kwon E. D. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1997) 94: 8099; Lynch D. H. et al.
Nature Medicine (1997) 3:625; Finn. O. J. y Lotze M. T. J. Immnunol. (1998) 21:114. Los compuestos estimuladores
de la presente invencién se pueden administrar como adyuvantes, solos o junto con un agente regulador del crecimien-
to, un agente citotéxico o un agente quimioterapéutico, para estimular la proliferacién/activacién de células T y una
respuesta antitumoral a antigenos de tumores. El agente regulador del crecimiento, citotoxico o quimioterapéutico se
puede administrar en cantidades convencionales utilizando pautas de administracion conocidos. La activacién inmu-
noestimuladora por los compuestos de la presente invencién permite cantidades reducidas del agente regulador del
crecimiento, citotéxico o quimioterapéutico, disminuyendo potencialmente de este modo la toxicidad al paciente.

El cancer se caracteriza por el incremento en el nimero de células anormales, o neoplasicas, derivadas de un tejido
normal que proliferan para formar una masa tumoral, la invasién de tejidos adyacentes por estas células tumorales
neopldsicas, y la generacién de células malignas que finalmente se extienden a través de la sangre o el sistema linfatico
hasta nédulos linféticos regionales y hasta sitios distantes (metdstasis). En un estado canceroso, una célula prolifera
bajo condiciones en las que células normales no crecerian. El cancer manifiesta por si mismo en una gran variedad de
formas, caracterizadas por diferentes grados de invasion y agresividad.

La alteracién de la expresion génica estd intimamente relacionada con el crecimiento incontrolado de células y la
desdiferenciacion, las cuales son una caracteristica comun a todos los canceres. Se ha observado que los genomas de
ciertos tumores bien estudiados muestran una menor expresion de genes recesivos, a los que habitualmente se hace
referencia como genes supresores de tumores, que funcionarian normalmente para evitar el crecimiento de células
malignas, y/o la sobreexpresion de ciertos genes de dominio, tales como oncogenes, que actian para inducir el cre-
cimiento maligno. Cada uno de estos cambios genéticos parece ser responsable de la importacion de algunos de los
rasgos que, agregados, representan el fenotipo neopldsico completo (Hunter. Cell 64, 1129 [1991]; Bishop, Cell 64,
235-248 [1991]).

Un mecanismo bien conocido de sobreexpresion de genes (por ejemplo, encogen) en células cancerigenas es la
amplificacion génica. Este es un proceso en el que en el cromosoma de células ancestrales se producen multiples copias
de un gen particular. El proceso implica la replicacién no programada de la regién del cromosoma que comprende el
gen, seguido por la recombinacion de los segmentos replicados de nuevo en el cromosoma (Alitalo ez al., Adv. Cancer
Res. 47. 235-281 [1986]). Se cree que la sobreexpresion del gen va en paralelo con la ampliacién génica, es decir, es
proporcional al nimero de copias realizadas.

Se ha identificado que los proto-oncogenes que codifican factores de crecimiento y receptores de factores de
crecimiento juegan papeles importantes en la patogénesis de varios tumores humanos, incluyendo cancer de mama.
Por ejemplo, se ha observado que el gen de ErbB2 humano (erbB2, también conocido como her2 o c-erbB-2), que
codifica un receptor de glicoproteina transmembrana de 185 kD (p185"ER*, HER2) relacionado con el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR), se sobreexpresa en aproximadamente de un 25% a un 30% del céncer de
mama humano (Slamon et al., Science 235: 177-182 [1987]; Slamon et al., Science 244: 707-712 [1989]).
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Se ha descrito que la amplificacién génica de un protooncogén en un suceso implicado habitualmente en las for-
mas mds malignas de céncer, y podria actuar como factor de prondstico del resultado clinico (Schwab et al., Genes
Chromosomes Cancer 1, 181-193 [1990]; Alitalo et al., supra). De este modo, la sobreexpresion de erbB2 se consi-
dera habitualmente como un factor de prondstico de una prognosis pobre, especialmente en pacientes con enfermedad
primaria que implica nédulos linfaticos auxiliares (Slamon et al., [1987] y [1989], supra; Ravdin y Chamness, Ge-
ne 159: 19-27 [1995]; y Hynes y Stem, Biochim. Biophys. Hacia 1198: 165-184 [1994]) y se ha relacionado con la
sensibilidad y/o resistencia a la terapia con hormonas y pautas quimioterapéuticas, incluyendo CMF (ciclofosfamida,
metotrexato y fluorouracilo) y antraciclinas (Baselga et al., Oncology 11 (3 Suppl 1): 43-48 [1997]). Sin embargo, a
pesar de la asociacidn de la sobreexpresion de erbB2 con una prognosis pobre, las probabilidades de pacientes con
respuesta positiva a HER2 que respondian clinicamente al tratamiento con taxanos eran superiores que tres veces
aquellos pacientes con respuesta negativa a HER2 (Ibid). Un anticuerpo monoclonal recombinante anti.ErbB2 huma-
nizado (anti-HER?2) (una versién humanizada del anticuerpo anti-ErbB2 4DS5, al que se hace referencia como rhuMAb
HER?2 o Herceptin7) ha sido clinicamente activo en pacientes con canceres de mama metastaticos que sobreexpresan
ErbB2 que habian recibido terapia anticancerigeno previa a la extension. (Baselga et al., J. Clin. Oncol. 14: 737-744
[1996]).

7. Ensayos de cribado para farmacos candidatos

Los ensayos de cribado para farmacos candidatos se disefian para identificar compuestos que se unen o forman
complejos con los polipéptidos codificados por los genes identificados en la presente invencidn, o un fragmento biol6-
gicamente activo de los mismos, o en cualquier caso interfieren con la interaccién de los polipéptidos codificados con
otras proteinas celulares. Dichos ensayos de cribado incluirdn ensayos susceptibles de cribado de alto rendimiento de
quimiotecas, siendo particularmente adecuados para identificar firmacos candidatos de molécula pequefia. Entre las
moléculas pequenas contempladas se incluyen compuestos organicos o inorgdnicos sintéticos, incluyendo péptidos,
preferiblemente péptidos solubles, fusiones (poli)péptido-inmunoglobulina y, en particular, anticuerpos que incluyen,
sin limitacion, anticuerpos policlonales y monoclonales y fragmentos de anticuerpo, anticuerpos de cadena tnica,
anticuerpos anti-idiotipicos, y versiones quiméricas o humanizadas de dichos anticuerpos o fragmentos, asi como an-
ticuerpos humanos y fragmentos de anticuerpos. Los ensayos se pueden realizar en una serie de formatos, incluyendo
ensayos de unién proteina-proteina, ensayos de cribado bioquimico, inmunoensayos y ensayos basados en células, que
estdn bien caracterizados en la técnica.

Todos los ensayos tienen en comun que exigen el contacto de los fairmacos candidatos con un polipéptido codificado
por un 4cido nucleico identificado en la presente invencién en condiciones y durante un tiempo suficiente para permitir
que estos dos compuestos interaccionen.

En ensayos de unidn, la interaccién es la unién y el complejo formado se puede aislar o detectar en la mezcla de
reaccion. En una realizacion particular, el polipéptido codificado por el gen identificado en la presente invencién o
el farmaco candidato se inmoviliza sobre una fase sélida, por ejemplo, una placa de microtitulos, mediante enlaces
covalentes o no covalentes. La unién no covalente se realiza generalmente mediante el recubrimiento de la superficie
solida con una solucién del polipéptido y el secado. Alternativamente, se puede utilizar un anticuerpo inmovilizado,
por ejemplo, un anticuerpo monoclonal, especifico para el polipéptido a inmovilizar, para anclarlo a la superficie
solida. El ensayo se realiza mediante la adicién del componente no inmovilizado, que se puede marcar mediante un
marcador detectable, al componente inmovilizado, por ejemplo, la superficie recubierta que contiene el componente
anclado. Cuando se completa la reaccidn, se extraen los componentes no reaccionados, por ejemplo, mediante lavado,
y se detectan los complejos anclados a la superficie s6lida. Cuando el componente originalmente no inmovilizado
transporta un marcador detectable, la deteccién del marcador inmovilizado en la superficie indica que tuvo lugar la
formacién del complejo. Cuando el componente originalmente no inmovilizado no transporta un marcador, se puede
detectar la formacién de complejo, por ejemplo, utilizando un anticuerpo marcado que se une especificamente al
complejo inmovilizado.

Si el compuesto candidato interacciona con, pero no sin unirse, a una proteina concreta codificada por un gen iden-
tificado en la presente invencion, su interaccion con esa proteina se puede ensayar mediante procedimientos conocidos
para detectar interacciones proteina-proteina. Dichos ensayos incluyen enfoques tradicionales, tales como, por ejem-
plo, reticulacién, coinmunoprecipitacion y copurificacion a través de gradientes o columnas cromatograficas. Ademas,
las interacciones proteina-proteina se pueden monitorizar mediante la utilizacién de sistemas genéticos basados en
levaduras descritos por [Fields y colaboradores (Fields y Song, Nature (London), 340:245-246 (1989); Chien et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 9578-9582 (1991)] tal como se describe por Chevray y Nathans [Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 89: 5789-5793 (1991)]. Muchos activadores transcripcionales, tales como GAL4 de levadura, consisten en dos
dominios modulares fisicamente discretos, uno actuando como el dominio de unién a ADN, mientras que el otro actda
como el dominio de activacién de la transcripcion. El sistema de expresion en las levaduras descrito en las publicacio-
nes anteriores (referido generalmente como “el sistema de dos hibridos™) saca ventaja de esta propiedad y utiliza dos
protefnas hibridas, una en la que la proteina diana se fusiona al dominio de unién a ADN de GALA4, y otra, en la que las
proteinas activadoras candidatas se fusionan al dominio de activacion. La expresién de un gen informador GAL1-lacZ
bajo el control de un promotor activado por GAL4 depende de la reconstitucion de la actividad de GAL4 a través
de la interaccion de proteina-proteina. Las colonias que contienen polipéptidos que interaccionan se detectan con un
sustrato cromatogénico para S-galactosidasa. En Clontech se encuentra disponible comercialmente un equipo comple-
to (MATCHMAKER™) para identificar interacciones proteina-proteina entre dos proteinas especificas utilizando la
técnica de dos hibridos. Este sistema también se puede extender para mapear dominios de proteinas implicados en las
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interacciones de proteinas especificas asi como para precisar los residuos de aminoacidos que son cruciales para estas
interacciones.

Con el fin de hallar compuestos que interfieran con la interaccién de un gen identificado en la presente invencién
y otros componentes intra o extracelulares, se prepara habitualmente una mezcla de reaccién que contiene el producto
del gen y el componente intra o extracelular en condiciones y durante un tiempo que permite la interaccién y unién de
los dos productos. Para ensayar la capacidad de un compuesto de prueba para inhibir la unién, la reaccion se realiza en
ausencia y presencia del compuesto de prueba. Ademas, se puede afiadir un placebo a una tercera mezcla de reaccion,
para utilizar como control positivo. La unién (formacién de complejo) entre el compuesto de prueba y el componente
intra o extracelular presente en la mezcla se monitoriza tal como se ha descrito anteriormente. La formacién de un
complejo en la reaccién o reacciones de control, pero no en la mezcla de reaccién que contiene el compuesto de
prueba, indica que el compuesto de prueba interfiere con la interaccién del compuesto de prueba y su compaifiero de
reaccion.

8. Composiciones y Procedimientos para el Tratamiento de Enfermedades Relacionadas con el Sistema Inmune

Las composiciones ttiles en el tratamiento de enfermedades relacionadas con el sistema inmune incluyen, tal como
se define en las reivindicciones, anticuerpos, péptidos, fosfopéptidos, moléculas antisentido y ribozimas, moléculas de
triple hélice, etc. que inhiben o estimulan la funcién inmune, por ejemplo, la proliferacién/activacién de células T, la
liberacién de linfoquinas, o infiltracién de células inmunes.

Por ejemplo, las moléculas de ADN y ARN antisentido actdan para bloquear directamente la traduccién de ARNm
hibriddndose a ARNm marcado y evitando la traduccién de proteinas. Cuando se utiliza ADN antisentido, se prefieren
oligodesoxirribonucledtidos derivados del sitio de iniciacién de la traduccién, por ejemplo, entre aproximadamente
las posiciones -10 y +10 de la secuencia de nucleétidos del gen diana.

Los ribozimas son moléculas de ARN enzimadticas capaces de catalizar la divisién especifica del ARN. Los riboci-
mas actiian mediante la hibridacién especifica de secuencia con el ARN diana complementario seguido por la divisién
endonucleolitica. Los sitios de divisioén especificos de las ribocimas en un ARN diana potencial se pueden identifi-
car mediante técnicas conocidas. Para mds detalles, ver, por ejemplo, Rossi. Current Biology 4, 469-471 (1994) y la
publicacién de PCT No. WO 97/33551 (publicada el 18 de septiembre de 1997).

Las moléculas de 4cido nucleico en la formacién de triple hélice utilizadas para inhibir la transcripcién deberian
ser de cadena Unica y compuestas de desoxinucle6tidos. La composicion base de estos oligonucleétidos se disefian de
manera que inducen la formacién de la triple hélice a través de las reglas de emparejamiento de bases de Hoogsteen,
que generalmente requieren de tramos considerables de purinas o pirimidinas en una de las cadenas de la doble cadena.
Para més detalles, ver, por ejemplo, publicacién de PCT No. WO 97/33551, supra.

Estas moléculas se pueden identificar mediante cualquier combinacion de los ensayos de cribado descritos ante-
riormente y/o mediante cualquier otra técnica conocida por los expertos en la materia.

9. Anticuerpos

Entre los farmacos candidatos mds prometedores segun la presente invencion estdn anticuerpos y fragmentos de
anticuerpo que pueden inhibir (antagonistas) o estimular (agonistas) la proliferacién de células T, infiltracién de leu-
cocitos, etc. Entre los anticuerpos de ejemplo se incluyen anticuerpos policlonales, monoclonales, humanizados, bies-
pecificos y heteroconjugados.

a. Anticuerpos policlonales

Los procedimientos de preparacién de anticuerpos policlonales son conocidos para el experto en la materia. Los
anticuerpos policlonales se pueden desarrollar en un mamifero, por ejemplo, mediante una o mds inyecciones de un
agente inmunizante y, si se desea, un adyuvante. Habitualmente, el agente inmunizante y/o adyuvante se inyectaran en
el mamifero mediante inyecciones multiples subcutdneas o intraperitoneales. El agente inmunizante puede incluir el
polipéptido PRO301 de la presente invencién o una proteina de fusién de los mismos. Puede ser ttil conjugar el agente
inmunizante a una proteina conocida por ser inmunogénica en el mamifero que se inmuniza. Entre los ejemplos de
dichas proteinas inmunogénicas se incluyen, pero no se limitan a, hemocianina de la lapa californiana, albiimina de
suero, tiroglobulina bovina, e inhibidor de tripsina de soja. Entre los ejemplos de adyuvantes que se pueden utilizar
se incluyen el adyuvante completo de Freund y el adyuvante MPL-TDM (monofosforil Lipido A, dicorinomicolato
de trehalosa sintético). El protocolo de inmunizacion se puede seleccionar por un experto en la materia sin una gran
experimentacion.

b. Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos que reconocen y se unen a polipéptidos de la presente invencidon o que actiian como antagonistas
para los mismos pueden ser, alternativamente, anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos monoclonales se pueden
preparar utilizando procedimientos de hibridoma, tales como los descritos por Kohler y Milstein, Nature, 256: 495
(1975). En un procedimiento de hibridoma, se inmuniza habitualmente un ratén, un hamster u otro animal huésped
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apropiado con un agente inmunizante para obtener linfocitos que producen o son capaces de producir anticuerpos que
se unirdn especificamente al agente inmunizante. Alternativamente, los linfocitos se pueden inmunizar in vitro.

El agente inmunizante incluird habitualmente el polipéptido PRO301 de la presente invencién, un fragmento anti-
génico o una proteina de fusién de los mismos. Generalmente, se utilizan linfocitos de sangre periférica (“PLBs”) si se
desean células de origen humano, o células de bazo o células de nédulos linfaticos si se desean fuentes de mamiferos
no humanos. A continuacioén, los linfocitos se fusionan con una linea celular inmortalizada utilizando un agente de
fusién adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una célula de hibridoma [Goding, Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice, Academia Press, (1986), paginas 59-103]. Las lineas celulares inmortalizadas son habitual-
mente células de mamifero transformadas, particularmente células de mieloma de origen roedor, bovino y humano.
Habitualmente, se utilizan lineas celulares de mieloma de rata o ratén. Las células de hibridoma se pueden cultivar
en un medio de cultivo adecuado que preferiblemente contiene una o mds sustancias que inhiben el crecimiento o la
supervivencia de las células inmortalizadas no fusionadas. Por ejemplo, si las células parentales carecen de la enzima
hipoxantina guanina fosforribosiltransferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas incluira ha-
bitualmente hipoxantina, aminopterina y timidina (“medio HAT”), cuyas sustancias evitan el crecimiento de células
deficientes en HGPRT.

Las lineas celulares inmortalizadas preferidas son aquéllas que se fusionan de manera eficaz, soportan un nivel de
expresion elevado estable del anticuerpo por las células productoras de anticuerpos seleccionados, y son sensibles a
un medio tal como medio HAT. Las lineas celulares inmortalizadas mas preferidas son lineas de mieloma murino, que
se pueden obtener, por ejemplo, del Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, California y 1a American Type
Culture Collection, Rockville, Maryland. Las lineas celulares de mieloma humano y heteromieloma de ratén-humano
se han descrito también para la produccién de anticuerpos monoclonales humanos [Kozbor, J. Immunol., 133:3001
(1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., Nueva
York, (1987) paginas, 51-63].

A continuacién, el medio de cultivo en el que las células de hibridoma se cultivan se pueden ensayar para la presen-
cia de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el polipéptido de la presente invencién o que tienen actividad similar
que el polipéptido de la presente invencién. Preferiblemente, la especificidad de unién de anticuerpos monoclonales
producidos por las células de hibridoma se determina mediante inmunoprecipitacién o mediante un ensayo de unién
in vitro, tal como radioinmunoensayo (RIA) o ensayo inmunoabsorbente unido a enzima (ELISA). Dichas técnicas y
ensayos se conocen en la técnica. La afinidad de unién del anticuerpo monoclonal se puede determinar, por ejemplo,
mediante el andlisis Scatchard de Munson y Pollard, Anal. Biochem., 107: 220 (1980).

Después de identificar las células de hibridoma deseadas, los clones se pueden subclonar limitando los procedi-
mientos de dilucién y se pueden desarrollar mediante procedimientos estandar [Goding, supra]. Entre los medios de
cultivo adecuados para este objetivo se incluyen, por ejemplo, medio de Eagle modificado por Dulbecco y medio
RPMI-1640. Alternativamente, las células de hibridoma se pueden desarrollar in vivo como ascitis en un mamifero.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones se pueden aislar o purificar del medio de cultivo o fluido
de ascitis mediante procedimientos de purificacién de inmunoglobulinas convencionales, tales como, por ejemplo,
proteina A-sefarosa, cromatografia en hidroxilapatito, eletroforesis en gel, didlisis, o cromatografia de afinidad.

Los anticuerpos monoclonales también se pueden fabricar mediante procedimientos de ADN recombinante, tales
como los descritos en la Patente U.S.A. No. 4.816.567. E1 ADN que codifica los anticuerpos monoclonales de la
presente invencién se pueden aislar facilmente y secuenciar utilizando procedimientos convencionales (por ejemplo,
mediante la utilizacién de sondas de oligonucleétidos que son capaces de unirse especificamente a genes que codifican
las cadenas ligeras y pesadas de anticuerpos murinos). Las células de hibridoma de la presente invencién sirven como
una fuente de dicho ADN. Una vez aislado, el ADN se puede colocar en vectores de expresion, que a continuacion se
transfectan en células huésped, tales como células COS de simio, células de ovario de hamster chino (CHO) o células
de mieloma que no producen de ningin modo proteina de inmunoglobulina, para obtener la sintesis de anticuerpos
monoclonales en las células huésped recombinantes. E1 ADN también se puede modificar, por ejemplo, sustituyendo
la secuencia codificante para los dominios constantes de cadena pesada y ligera humanos en lugar de las secuencias
homoélogas murinas [Patente de Estados Unidos No. 4.816.567; Morrison et al., supra] o uniendo covalentemente a
la secuencia codificante de inmunoglobulina toda o parte de la secuencia codificante para un polipéptido que no es
inmunoglobulina. Dicho polipéptido que no es inmunoglobulina se puede sustituir por los dominios constantes de un
anticuerpo de la presente invencién, o se pueden sustituir por los dominios variables de un sitio de combinacién de
antigeno de un anticuerpo de la presente invencion para crear un anticuerpo quimérico bivalente.

Los anticuerpos son preferiblemente anticuerpos monovalentes. Los procedimientos para preparar anticuerpos
monovalentes son conocidos en la técnica. Por ejemplo, un procedimiento implica la expresiéon recombinante de la
cadena ligera y la cadena pesada modificada de la inmunoglobulina. La cadena pesada se trunca generalmente en
cualquier punto en la regién Fc para evitar la reticulacién de la cadena pesada. Alternativamente, los residuos de
cisteina pertinentes se sustituyen por otro residuo de aminoécido o se eliminan para evitar la reticulacidn.

Los procedimientos in vitro también son adecuados para preparar anticuerpos monovalentes. La digestién de anti-
cuerpos para producir fragmentos de los mismos, particularmente, fragmentos Fab, se puede realizar utilizando técni-
cas rutinarias conocidas en la técnica.
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c. Anticuerpos humanos y humanizados

Los anticuerpos de la presente invencién pueden comprender ademads anticuerpos humanizados o anticuerpos hu-
manos. Las formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son inmunoglobulinas quiméricas,
cadenas de inmunoglobulinas o fragmentos de las mismas (tales como Fv, Fab, Fab’, F(ab’), u otras subsecuencias de
unidén a antigeno de los anticuerpos) que contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana.
Entre los anticuerpos humanizados se incluyen inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que los resi-
duos de una region determinante de complementariedad (CDR) del receptor se sustituye por residuos de una CDR de
una especie no humana (anticuerpo dador), tal como ratén, rata o conejo que tiene la especificidad, afinidad y capa-
cidad deseadas. En algunos casos, los residuos del armazén de Fv de la inmunoglobulina humana se sustituyen por
los residuos no humanos correspondientes. Los anticuerpos humanizados también pueden comprender residuos que
no se encuentran ni en el anticuerpo receptor ni en las secuencias de la CDR o el armazén importados. En general,
el anticuerpo humanizado comprenderd sustancialmente todos de por lo menos uno, y habitualmente dos, dominios
variables, en los que todas o sustancialmente todas las regiones CDR corresponden a las de una inmunoglobulina no
humana y todas o sustancialmente todas las regiones de FR son las de una secuencia de consenso de inmunoglobuli-
na humana. El anticuerpo humanizado de forma 6ptima también comprendera por lo menos una parte de una regién
constante de inmunoglobulina (Fc), habitualmente la de una inmunoglobulina humana [Jones et al., Nature, 321: 522-
525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332: 323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596 (1992)].

Los procedimientos para humanizar anticuerpos no humanos son conocidos en la técnica. Generalmente, un an-
ticuerpo humanizado tiene uno o mds residuos de aminodcidos introducidos en el mismo de un origen no humano.
Estos residuos de aminoacidos no humanos se indican frecuentemente como residuos “importados”, que se adquieren
de un dominio variable “importado”. La humanizacién se puede realizar esencialmente siguiendo el procedimiento de
Winter y colaboradores [Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332: 323-327 (1988);
Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988)], mediante la sustituciéon de CDRs o secuencias de CDR de roedor
por las correspondientes secuencias de un anticuerpo humano. Por consiguiente, dichos anticuerpos “humanizados”
son anticuerpos quiméricos (Patente de Estados Unidos No. 4.816.567), en los que sustancialmente menos de un do-
minio variable intacto humano ha sido sustituido por la secuencia correspondiente de una especie no humana. En la
practica, los anticuerpos humanizados son habitualmente anticuerpos humanos en los que algunos residuos de CDR y
posiblemente algunos residuos de FR se sustituyen por residuos de sitios andlogos en anticuerpos de roedores.

Los anticuerpos humanos también se pueden producir utilizando varias técnicas conocidas en la técnica, inclu-
yendo las bibliotecas de expresion de fagos [Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227: 381 (1991); Marks et al., J.
Mol. Biol., 222: 581 (1991)]. Las técnicas de Cole et al. y Boerner et al. estdn también disponibles para la prepara-
cién de anticuerpos monoclonales humanos (Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss,
pagina 77 (1985); Boerner et al., J. Inmunol., 147(1): 86-95 (1991); patente USA No. 5.750.373]. De forma similar,
los anticuerpos humanos se pueden fabricar mediante la introduccion de loci de inmunoglobulina humana en animales
transgénicos, por ejemplo, ratones en los que los genes de inmunoglobulina endégena han sido parcial o completamen-
te inactivados. Tras la estimulacidn, se observa la produccion de anticuerpos humanos, que se parecen estrechamente
a los observados en humanos en todos los aspectos, incluyendo el reajuste de genes, el ensamblaje, y el repertorio
de anticuerpos. Este enfoque se describe, por ejemplo, en las Patentes U.S.A. Nos. 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825;
5.625.126; 5.633.425; 5.661.016, y en las siguientes publicaciones cientificas: Marks et al., BioTechnology 10, 779-
783 (1992); Lonberg et al., Nature 368, 856-859 (1994); Morrison, Nature 368, 812-13 (1994); Fishwild et al., Nature
Biotechnology 14, 845-51, (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (1996); Lonberg y Huszar, Intern. Rev.
Immunol. 13 65-93 (1995).

d. Anticuerpos biespecificos

Los anticuerpos biespecificos son monoclonales, preferiblemente humanos o humanizados, que tienen especifici-
dades de unién con por lo menos dos antigenos diferentes. En el presente caso, una de las especificidades de unién
puede ser por polipéptido de la presente invencion, la otra es por cualquier otro antigeno, y preferiblemente por una
proteina o receptor o subunidad del receptor de la superficie celular.

Los procedimientos para fabricar anticuerpos biespecificos son conocidos en la técnica. Habitualmente, la pro-
duccién recombinante de anticuerpos biespecificos se basa en la coexpresion de dos parejas de cadena pesada/cadena
ligera de inmunoglobulina, en las que las dos cadenas pesadas tienen especificidades diferentes [Millstein y Cuello,
Nature, 305: 537-539 (1983)]. Debido a la variedad aleatoria de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina, estos
hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de diez moléculas diferentes de anticuerpos, de las cuales s6lo
una tiene la estructura biespecifica correcta. La purificacion de la molécula correcta se realiza habitualmente mediante
etapas de cromatograffa de afinidad. En WO 93/08829, publicada el 13 de mayo de 1993, y en Traunecker et al.,
EMBO J., 10: 3655-3659 (1991) se describen procedimientos similares.

Los dominios variables de anticuerpo con las especificidades de unién deseadas (sitios de combinacién anticuerpo-
antigeno) se pueden fusionar a secuencias de dominios constantes de inmunoglobulinas. La fusion preferiblemente es
con un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina, que comprende por lo menos parte de la bisagra,
CH2, y regiones CH3. Se prefiere tener la primera region constante de cadena pesada (CH1) que contiene el sitio
necesario para la unién a cadena ligera presente en por lo menos una de las fusiones. Los ADNs que codifican las
fusiones de cadena pesada de inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de inmunoglobulina, se insertan en
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vectores de expresion separados, y se cotransfectan en un organismo huésped adecuado. Para mayores detalles sobre
la generacién de anticuerpos biespecificos, véase, por ejemplo, Suresh et al., Methods in Enzimology, 121: 210 (1986).

e. Anticuerpos heteroconjugados

Los anticuerpos heteroconjugados estdn compuestos de dos anticuerpos unidos covalentemente. Dichos anticuer-
pos se han propuesto, por ejemplo, para dirigir células del sistema inmune a células no deseadas [Patente U.S.A. No.
4.676.980] y para el tratamiento de la infeccién por VIH [WO 91/00360: WO 92/200373; EP 03089]. Se considera que
los anticuerpos se pueden preparar in vitro utilizando procedimientos conocidos en la quimica sintética de proteinas,
incluyendo los que implican agentes de reticulacién. Por ejemplo, las inmunotoxinas se pueden construir utilizando
una reaccion de intercambio de disulfuro o mediante la formacién de un enlace tioéter. Entre los ejemplos de reactivos
adecuados para este objetivo se incluyen el iminotiolato y metil-4-mercaptobutirimidato y los descritos, por ejemplo,
en la Patente U.S.A. No. 4.676.980.

f. Disefio de la funcion efectora

Se puede desear modificar el anticuerpo de la presente invencién con respecto a la funcién efectora con el fin
de aumentar, por ejemplo, la eficacia del anticuerpo en el tratamiento de una enfermedad relacionada con el sistema
inmune. Por ejemplo, el residuo o residuos de cisteinas se pueden introducir en la regién Fc, permitiendo de esta
manera la formacién de enlaces disulfuro entre cadenas en esta region. El anticuerpo homodimérico generado de
esta manera puede mejorar la capacidad de internalizacién y/o incrementar la citdlisis mediada por el complemento
y la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC). Véase Caron et al., J. Exp. Med., 176: 1191-1195
(1992) y Shopes, J. Immunol., 148: 2918-2922 (1992). Los anticuerpos homodiméricos con una actividad anti-tumoral
aumentada también se pueden preparar utilizando reticuladores heterobifuncionales tal y como se describe en Wolf et
al. Cancer Research, 53: 2560-2565 (1993). Alternativamente, un anticuerpo se puede disefiar para que tenga regiones
Fc duales y, de esta manera, pueda aumentar la lisis complementaria y las capacidades de ADCC. Véase, Stevenson et
al., Anti-Cancer Drug Design, 3:219-230 (1989).

g. Inmunoconjugados

La presente invencién también se refiere a inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo conjugado a un
agente citotoxico, tal como un agente quimioterapéutico, toxina (por ejemplo, una toxina enzimdticamente activa
de origen bacteriano, fiingico, vegetal o animal, o fragmentos de loa misma), o un isétopo radioactivo (es decir, un
radioconjugado).

Los agentes quimioterapéuticos ttiles para la generacion de dichos inmunoconjugados se han descrito anterior-
mente. Entre las toxinas enzimdticamente activas y fragmentos de las mismas que se pueden utilizar se incluyen la
cadena A de difteria, fragmentos activos no enlazantes de toxina de difteria, cadena A de exotoxina (de Pseudomonas
aeruginosa), cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites
fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPIL, y PAPS), inhibidor de momordica cha-
rantia, curcina, crotina, inhibidor de sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina,
y los tricotecenos. Hay una conjunto de radiontcleos disponibles para la produccién de anticuerpos radioconjugados.
Algunos ejemplos son **Bi, *'I, B'In, Y y "*Re.

Los conjugados del anticuerpo y el agente citotdxico se fabrican utilizando un conjunto de agentes bifuncionales
acopladores de proteinas, tales como N-succinimidil-3-(2-piridiiditiol)propionato (SPDP), iminotiolano (IT), deriva-
dos bifuncionales de imidoésteres (tales como dimetil adipimidato HCI), ésteres activos (tales como disuccinimidil
suberato), aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos bis-azido (tales como bis(p-azidobenzoil)hexanodiami-
na), derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como toluen
2,6-diisocianato) y compuesto de flior bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, una in-
munotoxina de ricina se puede preparar tal y como se describe en Vitetta et al., Science, 238: 1098 (1987). El 4cido
1-isotiocianatobencil-3-metildietilen triaminopentaacético (MX-DTPA) marcado con carbono 14 es un ejemplo de
agente quelante para la conjugacién de radionticleos al anticuerpo. Ver W094/11026.

En otra realizacion, el anticuerpo se puede conjugar a un “receptor” (tal como estreptavidina) para la utilizacién en
el premarcado de tumores en los que el conjugado anticuerpo-receptor se administra al paciente, seguido de la elimina-
ci6én de conjugado no enlazado de la circulacién utilizando un agente clarificador y, a continuacidn, la administracién
de un “ligando” (por ejemplo, avidina) que se conjuga a un agente citotoéxico (por ejemplo, un radiontcleo).

h. Inmunoliposomas

Las proteinas, anticuerpos, etc. descritos en la presente invencion también se pueden formular como inmunolipo-
somas. Los liposomas que contienen el anticuerpo se preparan mediante procedimientos conocidos en la técnica, tales
como los descritos en Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl. Acad.
Sci USA, 77: 4030 (1980); y las Patentes U.S.A. Nos. 4.485.045 y 4.544.545. Los liposomas con un mayor tiempo de
circulacién se describen en la Patente U.S.A. No. 5.013.556.
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Se pueden generar liposomas particularmente ttiles mediante el procedimiento de evaporacién de fase inversa
con una composicion lipidica que comprende fosfatidilcolina, colesterol, y fosfatidiletanolamina derivada de PEG
(PEG-PE). Los liposomas se extruyen a través de filtros de tamafio de poro definido para obtener liposomas con el
didmetro deseado. Los fragmentos Fab’ del anticuerpo de la presente invencion se pueden conjugar a los liposomas
tal y como se describen en Martin et al., J. Biol. Chem., 257: 286-288 (1982) mediante la reaccion de intercambio de
enlaces disulfuro. Opcionalmente, el liposoma contiene un agente quimioterapéutico (tal como Doxorubicina). Véase
Gabizon et al., J. Nacional Cancer Inst., 81(19): 1484 (1989).

10. Composiciones farmacéuticas

Las moléculas activas de la presente invencion, polipéptidos y anticuerpos, asi como otras moléculas identificadas
mediante los ensayos de cribado descritos anteriormente, se pueden administrar para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias en forma de composiciones farmacéuticas.

Las formulaciones terapéuticas de la molécula activa, preferiblemente un polipéptido o anticuerpo PRO301 de la
presente invencion, se preparan para su almacenamiento mediante la mezcla de la molécula activa que tiene el grado
deseado de pureza con portadores, excipientes o estabilizantes opcionales farmacéuticamente aceptables (Remington’s
Pharmaceutical Sciences 16* Edicion, Osol, A. 16 Ed. (1980)), en forma de formulaciones liofilizadas o soluciones
acuosas. Los portadores, excipientes o estabilizantes aceptables son no téxicos para los receptores en las dosis y con-
centraciones utilizadas, e incluyen tampones, tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes que
incluyen 4dcido ascérbico y metionina; conservantes (tales como, cloruro de octadecildimetilbencil amonio; cloruro
de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de benzetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabens,
tales como metil o propil paraben; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de peso
molecular bajo (inferior a aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como albiimina de suero, gelatina, o in-
munoglobulinas; polimeros hidrofilicos, tales como polivinilpirrolidona; aminodcidos, tales como glicina, glutamina,
asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacdridos, disacdridos y otros carbohidratos que incluyen glucosa, ma-
nosa o dextrinas; agentes quelantes, tales como EDTA; azucares, tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol;
contraiones formadores de sales, tales como sodio; complejos de metales (por ejemplo, complejos de Zn-proteina);
y/o tensoactivos no iénicos, tales como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

Los compuestos identificados mediante los ensayos de cribado de la presente invencién se pueden formular de
forma andloga, utilizando técnicas estdndar bien conocidas en el sector.

Las lipofecciones o liposomas también se pueden utilizar para liberar el polipéptido, anticuerpo o un fragmento
de anticuerpo, en las células. Cuando se utilizan fragmentos de anticuerpos, se prefiere el fragmento inhibidor mas
pequeflo que se une especificamente al dominio de unién de la proteina diana. Por ejemplo, en base a las secuencias
de regidn variable de un anticuerpo, se pueden disefiar moléculas de péptido que mantienen la capacidad de unirse a la
secuencia de la proteina diana. Dichos péptidos se pueden sintetizar quimicamente y/o producirse mediante tecnologia
de ADN recombinante (ver, por ejemplo, Marasco et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 7889-7893 [1993]).

La formulacién de la presente invencion también puede contener mds de un compuesto activo seglin sea necesario
para la enfermedad concreta a tratar, preferiblemente aquéllos con actividades complementarias que no se afectan de
forma adversa entre si. Alternativamente, o adicionalmente, la composicién puede comprender un agente citotdxico,
una citoquina o un agente inhibidor del crecimiento. Dichas moléculas estdn presentes de forma adecuada combinadas
en cantidades que son eficaces para el objetivo deseado.

Las moléculas activas también pueden estar contenidas en microcdpsulas preparadas, por ejemplo, mediante téc-
nicas de coacervacién o mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcdpsulas de hidroximetilcelulosa o
gelatina y microcdpsulas de poli(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de liberacién de farmacos coloidales
(por ejemplo, liposomas, microesferas de albtimina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocdpsulas) o en macroe-
mulsiones. Dichas técnicas se describen en Remington’s Pharmaceutical Sciences 16* Edicion, Osol, A. Ed. (1980).

Las formulaciones a utilizar para la administracion in vivo deben ser estériles. Esto se consigue facilmente mediante
filtracion a través de membranas de filtracién estériles.

Se pueden preparar preparaciones de liberacion controlada. Entre los ejemplos adecuados de preparaciones de libe-
racién controlada se incluyen matrices semipermeables de polimeros hidrofébicos sélidos que contienen el anticuerpo,
cuyas matrices estdn en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcdpsulas. Entre los ejemplos
de matrices de liberacién controlada se incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato) o
poli(vinilalcohol)), polil4ctidos (Patente U.S.A. No. 3.773.919), copolimeros de dcido L-glutdmico y y etil-L-glutama-
to, copolimeros de etileno-acetato de vinilo no degradables, copolimeros de dcido lactico-4cido glic6lico degradables,
tales como el LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas de copolimero de 4cido lactico-dcido glic6-
lico y acetato de leuprolide) y dcido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Mientras que polimeros, tales como etileno-acetato
de vinilo y 4cido lactico-4cido glicdlico, permiten la liberacién de moléculas durante 100 dias, ciertos hidrogeles libe-
ran proteinas durante periodos mds cortos de tiempo. Cuando los anticuerpos encapsulados permanecen en el cuerpo
durante un periodo largo de tiempo, se desnaturalizan o agregan como resultado de la exposicién a una humedad de
37°C, dando lugar a una pérdida de actividad biolégica y posibles cambios en la inmunogenicidad. Se pueden idear
varias estrategias racionales para la estabilizacién dependiendo del mecanismo implicado. Por ejemplo, si el mecanis-
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mo de agregacién se descubre que es la formacién de enlaces S-S intermoleculares a través del intercambio de tio-
disulfuros, se puede conseguir la estabilizacién mediante la modificacién de residuos sulthidrilos, la liofilizacién a
partir de soluciones 4cidas, el control del contenido de humedad, la utilizacién de aditivos adecuados y el desarrollo
de composiciones especificas de matriz de polimeros.

11. Procedimientos de tratamiento

Se considera que los polipéptidos, anticuerpos, y otros compuestos activos de la presente invencién se pueden
utilizar para tratar varias enfermedades y condiciones inflamatorias, tales como enfermedades mediadas por células T,
incluyendo aquellas caracterizadas por la infiltracién de células leucocitos en un tejido, estimulacién de la prolifera-
cién de células T, inhibicion de la proliferacién de células T, aumento o descenso de la permeabilidad vascular o la
inhibicién de la misma.

Los compuestos descritos en la presente invencién (por ejemplo, PRO301) codifican nuevos miembros de una fami-
lia de proteinas caracterizadas por la homologia con el antigeno A33. La naturaleza proinflamatoria de los compuestos
de la presente invencién se indican en los ensayos in vitro siguientes.

Las proteinas codificadas por los compuestos DNA40628 descritos en la presente invencién (SEC ID No: 1),
comparten homologia con la identidad con la molécula de adhesién de unién (JAM), Martin-Padura et al., J. Cell. Biol.
1998 142(1): 117-127. La identidad mas sustancial es compartida por la proteina PRO301 codificada por DNA40628
(SEC ID No. 1) en un 67%. La JAM estd implicada en el reclutamiento de monocitos en respuesta a MCP-1, MCP-
3y LPS in vivo. Los anticuerpos para JAM bloquean la transmigracién de monocitos in vivo. La JAM se localiza en
el epitelio y endotelio murino como una molécula de adhesién de unién para la transmigracién de monocitos. Otros
leucocitos también pueden utilizar JAM, pero no existe ninguna informacién que apoye esta idea. La JAM se encuentra
elevada en el colon de ratones con colitis y probablemente juega un papel de reclutamiento de monocitos o leucocitos
en la lesion coldnica.

Entre las enfermedades o trastornos a tratar con los polipéptidos, anticuerpos y otros compuestos de la presente
invencién de ejemplo se incluyen, pero no se limitan a enfermedad inflamatoria del intestino (es decir, colitis ulcerosa,
enfermedad de Crohn), lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, artritis crénica juvenil, espondiloartropatias,
esclerosis sistémica (escleroderma), miopatias inflamatorias idiopaticas (dermatomiositis, polimiositis), sindrome de
Sjogren, vasculitis sistémica, sarcoidosis, anemia hemolitica autoinmune (pancitopenia inmune, hemoglobinuria pa-
roxismal nocturna), trombocitopenia autoinmune (ptrpura trombocitopénica idiopatica, trombocitopenia mediada por
el sistema inmune), tiroiditis (enfermedad de Graves, tiroiditis de Hashimoto, tiroiditis limfocitica juvenil, tiroiditis
atréfica), diabetes mellitus, enfermedad renal mediada por el sistema inmune (glomerulonefritis, nefritis tubulointers-
ticial), enfermedades desmielinizantes de los sistemas nerviosos central y periférico, tales como la esclerosis multiple,
polineuropatia desmielinizante idiopética o sindrome de Guillain-Barre y polineuropatia desmielinizante inflamatoria
crénica, enfermedades hepatobiliares tales como las hepatitis infecciosas (hepatitis A, B, C, D, E y otros virus no
hepatotrépicos), hepatitis crénica activa autoinmune, cirrosis biliar primaria, hepatitis granulomatosa, y conlangitis
esclerosante, enfermedades inflamatorias y fibréticas del pulmdn, tales como fibrosis quistica, enteropatia sensible al
gluten, y enfermedad de Whipple, enfermedades de la piel autoinmunes o mediadas por el sistema inmune incluyendo
las enfermedades de piel bullosa, eritema multiforme y dermatitis de contacto, psoriasis, enfermedades alérgicas, tales
como asma, rinitis alérgica, dermatitis atdpica, hipersensibilidad a la comida y urticaria, enfermedades inmunoldgi-
cas del pulmon, tales como neumonia eosinofilica, fibrosis pulmonar idiopatica y neumonitis por hipersensibilidad,
enfermedades asociadas a trasplantes incluidas el rechazo del injerto y la enfermedad de injerto contra huésped.

En el lupus eritematoso sistémico, el mediador central de la enfermedad es la produccién de anticuepos auto-
reactivos para propias proteinas/tejidos y la posterior generacién de la inflamacién mediada por el sistema inmune.
Los anticuerpos median directa e indirectamente la lesion en el tejido. Aunque no se ha observado que los linfocitos T
estén directamente implicados en el dafio tisular, los linfocitos T son necesarios para el desarrollo de anticuerpos auto-
reactivos. La génesis de la enfermedad es de este modo dependiente de los linfocitos. Los 6rganos y sistemas multiples
estan afectados clinicamente incluyendo el rifién, el pulmon, el sistema musculoesquelético, el sistema mucocutdneo,
0jo, sistema nervioso central, sistema cardiovascular, tracto gastrointestinal, médula espinal y sangre.

La artritis reumatoide (RA) es una enfermedad inflamatoria autoinmune sistémica crénica que implica principal-
mente a la membrana sinovial de mdltiples articulaciones con la lesion resultante en el cartilago articular. La patogé-
nesis es dependiente de los linfocitos T y estd asociada con la produccién de factores reumatoides, auto-anticuerpos
dirigidos contra las propias IgG, con la formacion resultante de complejos inmunes que alcanzan niveles elevados en
fluidos de la articulacion y sangre. Estos complejos en la articulacién pueden inducir el infiltrado marcado de linfoci-
tos y monocitos en el sinovio y los posteriores cambios sinoviales marcados: el espacio/fluido de las articulaciones se
infiltra mediante células similares con la adicién de numerosos neutrdfilos. Los tejidos afectados son principalmente
las articulaciones, frecuentemente en patrén simétrico. Sin embargo, también aparece en dos formas importantes. Una
forma es el desarrollo de lesiones extra-articulares con la enfermedad articular progresiva presente y las lesiones tipicas
de la fibrosis pulmonar, vaculitis y dlceras cutaneas. La segunda forma de la enfermedad extra-articular es el denomi-
nado sindrome de Felty que aparece de forma tardia en la evolucién de la enfermedad de RA, algunas veces después
de que la enfermedad articular haya quedado inactiva, e implica la presencia de neutropenia, trombocitopenia y esple-
nomegalia. Esto puede estar acompafiado por vaculitis en multiples rganos con formaciones de infartos, tlceras en la
piel y gangrena. Los pacientes también desarrollan frecuentemente nédulos reumatoides en el tejido subcutdneo que

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2316175 T3

recubre las articulaciones afectadas; la etapa tardia de los nédulos tienen centros necréticos rodeados por un infiltrado
de células inflamatorias mezcladas. Otras manifestaciones que pueden aparecer en RA incluyen: pericarditis, pleuritis,
arteritis coronaria, neumonitis intersticial con fibrosis pulmonar, queratoconjuntivitis seca y nédulos reumatoides.

La artritis crénica juvenil es una enfermedad inflamatoria idiopatica crénica que empieza frecuentemente con co-
mo minimo 16 afios. Su fenotipo tiene algunas similaridades con la RA; algunos pacientes que presentan un resultado
positivo en el factor reumatoide se clasifican como artritis reumatoide juvenil. La enfermedad se subclasifica en tres
categorias principales: pauciarticular, poliarticular y sistémica. La artritis puede ser aguda y es habitualmente des-
tructivo y conduce a la anquilosis de la articulacion y el crecimiento retardado. Otras manifestaciones pueden incluir
uveitis anterior crénica y amiloidosis sistémica.

Las espondiloartropatias son un grupo de trastornos con algunas caracteristicas clinicas comunes y la asociacién
comtin con la expresién del producto génico HLA-B27. Entre los trastornos se incluyen: esponilitis anquilosante, sin-
drome de Reiter (artritis reactiva), artritis asociada con la enfermedad del intestino inflamatoria, espondilitis asociada
con psoriasis, espondiloartropatia de inicio juvenil y espondiloartropatia no diferenciada. Las caracteristicas diferen-
ciables incluyen la sacroleitis con o sin espondilitis; artritis inflamatoria asimétrica; asociacién con HLA-B27 (un alelo
definido serolégicamente del locus HLA-B de MHC de clase I); inflamacién ocular, y ausencia de autoanticuerpos aso-
ciados con otra enfermedad reumatoide. La célula mas implicada como clave de la induccién de la enfermedqad es
el linfocito T CD8+, una célula que dirige un antigeno presentado por células T CD8+ de moléculas MHC de clase
I puede reaccionar contra el alelo HLA-B27 de MHC de clase 1 como si fuera un péptido ex6geno expresado por
moléculas MHC de clase 1. Se ha realizado la hipétesis de que un epitopo de HLA-B27 puede mimetizar un epitopo
antigénico bacteriano o microbiano y de este modo inducen una respuesta de células T CD8+.

La esclerosis sistémica (escleroderma) tiene una etiologia desconocida. Una caracteristica de la enfermedad es el
endurecimiento de la piel; probablemente inducido por un proceson inflamatorio activo. El escleroderma puede ser
localizado o sistémico; las lesiones vasculares son habituales y la lesion de las células endoteliales en la microvascu-
latura en un suceso inicial e importante en el desarrollo de esclerosis sistémica; la lesién vascular puede estar mediada
por el sistema inmune. Se supone una base inmunolédgica por la presencia de infiltrados de células mononucleares en
las lesiones cutdneas y la presencia de anticuerpos antinucleares en muchos pacientes. La ICAM-1 frecuentemente
favorece la expresion en la superficie celular de los fibroblastos en lesiones de piel que sugieren que la interaccion de
las células T con estas células puede tener un papel en la patogénesis de la enfermedad. Entre otros érganos implicados
se incluyen: el tracto gastrointestinal: la atrofia del musculo liso y la fibrosis que da lugar a una peristalsis/motilidad
anormal; rifién: la proliferacién concéntrica de intima subendotelial que afecta las arterias arqueadas pequefias e in-
terlobulares con un flujo sanguineo cortical renal resultante reducido, da lugar a proteinuria, azotemia e hipertension;
musculo esquelético: atrofia, fibrosis intersticial; inflamacién; pulmdn: neumonitis intersticial y fibrosis intersticial; y
corazon: necrosis en banda de contraccion, cicatrizacion/fibrosis.

Las miopatias inflamatorias idiopaticas incluyendo la dermatomiositis, polimiositis y otros son trastornos de la in-
flamacién muscular crénica de etiologia desconocida que dan lugar a una debilidad del musculo. La lesién/inflamacién
muscular es frecuentemente simétrica y progresiva. Los autoanticuerpos se asocian con la mayoria de las formas. Estos
autoanticuerpos especificos de la miosilis estdn dirigidos contra e inhiben la funcién de los componentes, proteinas y
ARNms implicados en la sintesis de proteinas.

El sindrome de Sjogren es debido a una inflamacién mediada por el sistema inmune y la posterior destruccién
funcional de las glandulas lacrimales y las gldndulas salivares. La enfermedad puede estar asociada con o acompanada
por enfermedades del tejido conectivo inflamatorio. La enfermedad estd asociada con la produccién de autoanticuerpos
contra los antigenos Ro y La, los cuales son complejos ARN-proteina pequefios. Las lesiones dan lugar queratocon-
juntivitis seca, xerostomia, con otras manifestaciones o asociaciones que incluyen cirrosis biliar, neuropatia periférica
o sensorial y pdrpura palpable.

La vaculitis sistémica son enfermedades en las que la lesion primaria es la inflamacién y en algunos casos existe
un dafio posterior en los vasos sanguineso que da lugar a una isquemia/necrosis/degeneracion en tejidos a los que
llegan los vasos sanguineos afectados y la posible disfuncién final del érgano. La vasculitis también puede aparecer
como una lesién secundaria o secuela de otras enfermeaddes mediadas por el sistema inmune-inmunitario, tales como
artritis reumatoide, esclerosis sistémica, etc., particularmente en enfermedades también asociadas con la formacién
de complejos inmunes. Entre las enfermedades del grupo de vasculitis sistémica primaria se incluyen: vasculitis ne-
crotizante sistémica, poliarteritis nodosa, angiitis alérgica y granulomatosis, poliangiitis; granulomatosis de Wegener;
granulomatosis linfomatoide; y arteritis de células gigantes. Entre las vasculitis diversas se incluyen: sindrome del
ndédulo linfatico mucocutdneo (MLNS o enfermedad de Kawasaki), vasculitis del SNC aislada, enfermedad de Behet,
tromboangiitis obliterante (enfermedad de Buerger) y venulitis necrotizante cutdnea. El mecanismo patogénico de la
mayoria de los tipos de vasculitis enumeradas se cree que son principalmente debidas a la deposicién de complejos de
inmunoglobulinas en la pared del vaso sanguineo y la posterior induccién de una respuesta inflamatoria via ADCC,
complejo de activacién o ambos.

La sarcoidosis es una enfermedad de etiologia desconocida que se caracteriza por la presencia de granulomas
epitelioides en casi cualquier tejido del cuerpo; la implicacién del pulmén es lo mas habitual. La patogénesis implica
la persistencia de macréfagos activados y células linfoides en sitios de la enfermedad con las posteriores secuelas
crénicas resultantes de la liberacion de productos local y sistémicamente activos liberados por estos tipos de células.
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La anemia hemolitica autoinmune que incluye la anemia hemolitica autoinmune, la pancitopenia inmune, y la
hemoglobinuria paroxismal nocturna es un resultado de la produccién de anticuerpos que reaccionan con antigenos
expresados en la superficie de los glébulos rojos (y en algunos casos otras células sanguineas incluyendo plaquetas
también) y es un reflejo de la eliminacidon de estas células recubiertas de anticuerpo a través de la lisis mediada por
complemento y/o mecanismos mediados por receptor ADCC/Fc.

En la trombocitopenia autoinmune que incluye pirpura trombocitopénica y trombocitopenia mediada por el siste-
ma inmune en otros escenarios clinicos, la destruccién/eliminacién de plaquetas aparece como resultado de la unién
de anticuerpos o complementos a plaquetas y la posterior eliminacién mediante lisis de complemento, mecanismos
mediados por receptor ADCC/Fc.

La tiroiditis que incluye la enfermedad de Grave, la tiroiditis de Hashimoto, la tiroiditis linfocitica juvenil, y la
tiroiditis atréfica son el resultado de una respuesta autoinmune contra los antigenos de la tiroides con la produccién
de anticuerpos que reaccionan con proteinas presentes en y frecuentemente especificas para la glandula tiroidal. Los
modelos experimentales existentes incluyen modelos espontdneos: ratas (ratas BUF y BB) y pollos (cepa de pollos
obesos); modelos inducibles: inmunizacién de animales con tiroglobulina, antigeno microsémico de tiroides (tiroide
peroxidasa).

La diabetes mellitus tipo I o diabetes dependiente de insulina es la destruccién autoinmune de células S8 de las
isletas pancredticas: esta destruccion estd mediada por auto-anticuerpos y células T autorreactivas. Los anticuerpos
para insulina o el receptor de insulina también puede producir el fenotipo de la no respuesta a insulina.

Las enfermedades renales mediadas por el sistema inmune, incluyendo glomerulonefritis y nefritis tubulointersti-
cial, son el resultado de la lesién mediada por anticuerpos o linfocitos T en el tejido renal directamente como resultado
de la produccién de anticuerpos autorreactivos o células T contra antigenos renales, o bien, indirectamente como
resultado de la deposicién de anticuerpos y/o complejos inmunes en el rifién que son reactivos contra otros antige-
nos no renales. De este modo, otras enfermedades mediadas por el sistema inmune que dan lugar a la formacién de
complejos inmunes también pueden inducir enfermedades renales mediadas por el sistema inmune como una secuela
indirecta. Ambos mecanismos inmunes directo e indirecto dan lugar a una respuesta inflamatoria que produce/induce
el desarrollo de lesiones en los tejidos renales con una alteracion funcional orgénica resultante y en algunos casos la
progresién para la induficiencia renal. Ambos mecanismos inmunes humorales y celulares pueden estar implicados en
la patogénesis de las lesiones.

Las enfermedades desmielinizantes de los sistemas nerviosos central y periférico, incluyendo Esclerosis Miiltiple;
polineuropatia desmielinizante idiopatica o sindrome de Guillain-Barre; y polineuropatia desmielinizante inflamatoria
crénica, se cree que tienen una base autoinmune y dan lugar a una desmielinizacion nerviosa como resultado del dafio
causado a los oligodendrocitos o a la mielina directamente. En la MS existen evidencias para sugerir que la induccién
y progresion de la enfermedad son dependientes de los linfocitos T. La Esclerosis Multiple es una enfermedad desmie-
linizante que es dependiente de los linfocitos T y tiene una evolucién de recaida-remision o una evolucién progresiva
crénica. La etiologia es desconocida; sin embargo, las infecciones virales, la predisposicién genética, el medio, y la
autoinmunidad contribuyen. Las lesiones contienen infiltrados de predominantemente células microgliales mediadas
por linfocitos T y macréfagos de infiltracién; linfocitos T CD4+ son el tipo de células predominantes en las lesiones.
El mecanismo de la muerte celular por oligodendrocitos y la posterior desmielinizacién no son conocidos pero es
probable que estén dirigidos por linfocitos T.

La enfermedad de pulmén inflamatoria y fibrética, incluyendo la neumonia eosinofilico, fibrosis pulmonar idiopa-
tica y neumonitis por hipersensibilidad, puede implicar una respuesta inmuno-inflamatoria desregulada. La inhibicién
de esa respuesta tendria efecto terapéutico.

La enfermedad de la piel autoinmune o mediada por el sistema inmune incluyendo enfermedades de la piel bu-
llosa, eritema multiforme y dermatitis por contacto estin mediadas por auto-anticuerpos, la génesis de los cuales es
dependiente de los linfocitos T.

La psoriasis es un enfermedad inflamatoria mediada por linfocitos T. Las lesiones contienen infiltrados de linfocitos
T, macréfagos y células que procesan antigenos y algunos neutréfilos.

Las enfermedades alérgicas, incluyendo asma; rinitis alérgica, dermatitis atdpica; hipersensibilidad a la comida;
y la urticaria son dependientes de los linfocitos T. Estas enfermedades estdn mediadas predominantemente por la
inflamacién inducida por linfocitos T, la inflamacién mediada por IgE o una combinacién de ambas.

Las enfermedades asociadas a trasplantes, incluyendo el rechazo de injerto y la enfermedad de injerto contra
huésped (GHVD) son dependientes de los linfocitos T; la inhibicién de la funcién de los linfocitos T es mejorable.

Otras enfermedades en las que la intervencion de la respuesta inmuno y/o inflamatoria tiene ventajas son las en-
fermedades infecciosas incluyendo, pero sin limitarse a, la infeccion viral (incluyendo, pero sin limitarse a, AIDS,
hepatitis A, B, C, D, E), infeccién bacteriana, infecciones micdticas, e infecciones por protozoos y parasitos (molé-
culas (o derivados/agonistas) que estimulan la MLR se pueden utilizar terapeuticamente para aumentar la respuesta
inmune en agentes infecciosos), enfermedades de inmunodeficiencia (moléculas/derivados/agonistas) que estimulan la
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MLR se pueden utilizar terapetticamente para aumentar la respuesta inmune para enfermedades de inmunodeficiencia
heredada, adquirida, inducida infecciosa (como en la infeccién por VIH) o latrogénica (es decir, proviniente de la
quimioterapia) y la neoplasia.

Se ha demostrado que algunos pacientes de cancer humanos desarrollan una respuesta de anticuerpo y/o linfocitos
T a antigenos en células neopldsicas. También se ha observado en modelos de animales de neoplasia que el aumento de
la respuesta inmune en la MLR tiene utilidad in vivo en el aummento de la respuesta inmune contra la neoplasia. Las
moléculas que aumentan la respuesta proliferativa de los linfocitos T en la MLR (o agonistas de moléculas pequefas
o anticuerpos que afectaban al mismo receptor de un modo agonistico) se pueden utilizar terapéuticamente para tratar
el cancer. Las moléculas que inhiben la respuesta de los linfocitos en la MLR también funcionan in vivo durante
la neoplasia para suprimir la respuesta inmune a un neoplasma; dichas moléculas se pueden expresar mediante las
propias células neopldsicas o su expresion se puede inducir por el neoplasma en otras células. El antagonismo de
dichas moléculas inhibidoras (o con anticuerpo, antagonistas de moléculas pequefias u otros medios) aumenta el
rechazo al tumor mediado por el sistema inmune.

Adicionalmente, la inhibicién de moléculas con propiedades inflamatorias pueden tener una ventaja terapéutica en
la lesion por reperfusion; apoplejia; infarto de miocardio; aterosclerosis; lesion pulmonar aguda; choque hemorragico;
quemaduras; choque sepsis/séptico; necrosis tubular aguda; endometriosis; enfermedad de las articulaciones degene-
rativa y pancreatitis.

Los compuestos PRO301 de la presente invencion, por ejemplo, polipéptidos o anticuerpos, se administran a un
mamifero, preferiblemente un humano, segin los procedimientos conocidos, tales como la administracién intravenosa
como bolo o mediante infusién continua durante un periodo de tiempo, mediante las rutas intramuscular, intraperito-
neal, intracerebroespinal, subcutdnea, intraarticular, intrasinovial, intratecal, oral, tépica o por inhalacién (intranasal,
intrapulmonar). Se prefiere la administracién intravenosa o por inhalacién de los polipéptidos y anticuerpos.

En la terapia con inmunoadyuvantes, se pueden combinar otras pautas terapéuticas, tales como la administracion de
un agente anticancerigeno, con la administracion de las proteinas, anticuerpos o compuestos de la presente invencion.
Por ejemplo, el paciente a tratar con los inmunoadyuvantes de la presente invencién también pueden recibir un agente
anticancerigeno (agente quimioterapéutico) o terapia con radiacion. La preparacion y los programas de dosificacién
para dichos agentes quimitoerapéuticos se pueden utilizar segiin las instrucciones del fabricante o segiin se determina
empiricamente por el profesional. La preparacion y los programas de dosificacion para dicha quimioterapia también se
describen en Chemotherapy Service Ed., M.C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, MD (1992). El agente quimio-
terapéutico puede preceder o seguir a la administracion del inmunoadyuvante o se puede administrar simultdneamente
con el mismo. Adicionalmente, un compuesto anti-oestrégeno, tal como tamoxifeno, o una anti-progesterona, tal como
onapristona (ver, EP 616812) se pueden administrar en dosis conocidas para dichas moléculas.

Se puede desear también administrar anticuerpos contra otros antigenos asociados a una enfermedad inmune o
asociados a un tumor, tales como anticuerpos que se unen a CD20, CD11a, CD18, ErbB2, EGFR, ErbB3, ErbB4
o factor endotelial vascular (VEGF). Alternativamente, o ademds, se pueden coadministrar al paciente dos o mas
anticuerpos que se unen al mismo o dos o més antigenos diferentes descritos en la presente invencién. Algunas veces,
puede ser beneficioso administrar también una o mds citoquinas al paciente. En una realizacién, los polipéptidos de
la presente invencidn se coadministran con un agente inhibidor del crecimiento. Por ejemplo, el agente inhibidor del
crecimiento se puede administrar en primer lugar, seguido de un polipéptido de la presente invencién. Sin embargo,
también se contempla la administracién simultdnea o la administracion en primer lugar. Las dosis adecuadas para el
agente inhibidor del crecimiento son aquellas que se utilizan actualmente y pueden disminuirse debido a la accién
combinada (sinergia) del agente inhibidor del crecimiento y el polipéptido de la presente invencion.

Para el tratamiento o la reduccién de la gravedad de la enfermedad relacionada con el sistema inmune, la dosis
apropiada de un compuesto de la presente invencién dependera del tipo de enfermedad a tratar, tal como se ha definido
anteriormente, la gravedad y la evolucién de la enfermedad, si el agente se administra con objetivos de prevencion o
terapéuticos, terapia previa, el historial clinico del paciente y la respuesta al compuesto, y la discrecién del profesional
que atiende al paciente. El compuesto se administra adecuadamente al paciente en una vez o durante una serie de
tratamientos. Preferiblemente, es deseable determinar la curva dosis-respuesta y la composiciéon farmacéutica de la
presente invencién primero in vitro y a continuacién en modelos de animales utiles antes de ensayar en humanos.

Por ejemplo, dependiendo del tipo y la gravedad de la enfermedad, aproximadamente de 1 ug/kg a 15 mg/kg (por
ejemplo, 0,1-20 mg/kg) de polipéptido o anticuerpo es una dosis candidata inicial para la administracion al paciente,
ya sea, por ejemplo, mediante una o mas administraciones separadas, o mediante infusién continua. Una dosis diaria
habitual podria variar ente aproximadamente 1 ug/kg a 100 mg/kg o mds, dependiendo de los factores mencionados
anteriormente. Para administraciones repetidas durante varios dias o a mds tiempo, dependiendo de la enfermedad, el
tratamiento se mantiene hasta que tenga lugar la supresién deseada de los sintomas de la enfermedad. Sin embargo,
pueden ser titiles otras pautas de dosificacion. El progreso de esta terapia se monitoriza facilmente mediante técnicas
y ensayos convencionales.
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12. Diagnéstico y prondstico de enfermedades relacionas con el sistema inmune

Las proteinas de la superficie celular, tales como proteinas que se sobreexpresan en ciertas enfermedades relaciona-
das con el sistema inmune, son excelentes dianas para los farmacos candidatos o el tratamiento de la enfermedad. Las
mismas proteinas junto con proteinas secretadas codificadas por los genes amplificados en los estados de la enferme-
dad relacionada con el sistema inmune son utiles adicionalmente en el diagndstico y prondstico de estas enfermedades.
Por ejemplo, los anticuerpos dirigidos contra las proteinas producto de los genes amplificados en la esclerosis multi-
ple, artritis reumatoide u otra enfermedad relacionada con el sistema inmune se pueden utilizar como diagnéstico o
prondstico.

Por ejemplo, los anticuerpos, incluyendo fragmentos de anticuerpos, se pueden utilizar para detectar cualitativa-
mente o cuantitativamente la expresion de proteinas codificadas por los genes amplificados o sobreexpresados (“pro-
ductos génicos marcadores”). El anticuerpo estd preferiblemente equipado con un marcador detectable, por ejemplo
fluorescente, y la unién se puede monitorizar mediante microscopia de luz, citometria de flujo, fluorimetria, u otras
técnicas conocidas en el sector. Estas técnicas son particularmente adecuadas, si el gen sobreexpresado codifica una
proteina de la superficie celular. Dichos ensayos de unién se realizan esencialmente tal y como se ha descrito anterior-
mente.

La detecciodn in sifu de la unién del anticuerpo a los productos génicos marcadores se puede realizar, por ejemplo,
mediante inmunofluorescencia o microscopia inmunoelectrénica. Con este objetivo, se extrae una muestra histologica
del paciente, y se aplica un anticuerpo marcado a la misma, preferiblemente mediante el recubrimiento del anticuerpo
sobre la muestra bioldgica. Este procedimiento también permite la determinacién de la distribucion del producto
génico marcador en el tejido examinado. Serd evidente para los expertos en la materia que existen una gran variedad
de procedimientos histologicos facilmente disponibles para la deteccion in situ.

Los siguientes ejemplos se ofrecen s6lo con objetivos ilustrativos, y no pretenden limitar de ningiin modo el alcance
de la presente invencion.

Ejemplos

Los reactivos disponibles comercialmente a los que se hace referencia en los ejemplos se utilizaron de acuerdo
con las instrucciones del fabricante a menos de que se indique lo contrario. El origen de las células identificadas en
los siguientes ejemplos, y a lo largo del documento, por los nimeros de acceso de la ATCC pertenecen a la American
Type Culture Collection, Rockville, Maryland.

Ejemplo 1
Aislamiento de clones de ADNc que codifican PRO301 humano

Se utilizaron secuencias del dominio extracelular (ECD) (incluyendo la sefial de secrecion, si existe) de aproxi-
madamente 950 proteinas secretadas conocidas de la base de datos de proteinas publica Swiss-Prot para buscar bases
de datos de EST. Las bases de datos de EST incluian bases de datos ptiblicas de EST (por ejemplo, GenBank), una
base de datos de EST privada (LIFESEQ*, Incyte Pharmaceuticals, Palo Alto, CA). La busqueda se realizé utili-
zando el programa informédtico BLAST o BLAST-2 (Altshul e al. Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996);
http://blast.wustl/edu/blast/README:html) como comparacién de las secuencias de proteinas de ECD con una tra-
duccién de 6 marcos de las secuencias de EST. Aquellas comparaciones que daban lugar a un resultado BLAST de 70
(o en algunos casos de 90) o superior que no codificaban proteinas conocidas se agruparon y ensamblaron en las se-
cuencias de ADN de consenso con el programa “phrap” (Phil Green, Universidad de Washington, Seattle, Washington;
http://boze-man.mbt.washington.edu/phrap.docs/phrap.html).

Una secuencia de ADN de consenso que codificaba DNA35936 se ensambld utilizando phrap. En algunos casos,
la secuencia de ADN de consenso se extendi6 cilos repetidos de blast y phrap para extender la secuencia de consenso
tanto como sea posible utilizando las tres fuentes de secuencias EST indicadas anteriormente.

En base a esta secuencia de consenso. Se sintetizaron oligonucleétidos: 1) para identificar por PCR una biblioteca
de ADNc que contenia la secuencia de interés, y 2) para usar como sondas para aislar un clon de la secuencia codi-
ficante de longitud completa. Los cebadores de PCR directos e inversos (indicados como *.f y *.r, respectivamente)
pueden variar de 20 a 30 nucledtidos (habitualmente aproximadamente 24) y se disefian para producir un producto
de PCR de 100-1000 pb de longitud. Las secuencias de sondas (indicadas como *.p) tienen habitualmente 40-55 pb
(habitualmente aproximadamente 50) de longitud. En algunos casos se sintetizan oligonucleétidos adicionales cuando
la secuencia de consenso es superior a 1-1,5 kpb. Con el fin de cribar varias bibliotecas para una fuente de clones
de longitud completa, se crib6 ADN de las bibliotecas mediante amplificacién por PCR, como por Ausubel et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, con la pareja de cebadores de PCR. A continuacidn, se utiliz6 una biblioteca
positiva para aislar clones que codificaban el gen de interés mediante el procedimiento de clonacién in vivo utilizando
el oligonucléotido de sonda y uno de los cebadores de PCR.

Con el fin de cribar diversas bibliotecas para una fuente de un clon de longitud completa, se cribé el ADN de
las bibliotecas mediante una amplificacién por PCR con la pareja de cebadores de PCR identificada anteriormente. A
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continuacién, se utilizé una biblioteca positiva para aislar los clones que codificaban el gen de PRO301 utilizando el
oligonucleétido de sonda y uno de los cebadores de PCR.

El ARN para la construccion de las bibliotecas de ADNCc se aislé de tejido de rifién fetal humano. Las bibliotecas
de ADNCc utilizadas para aislar los clones de ADNc se construyeron mediante procedimientos estdndar utilizando
reactivos comercialmente disponibles (por ejemplo, Invitrogen, San Diego, CA; Clontech, etc.). E1 ADNc se ceb6 con
oligo dT que contenia un sitio notl, unido por extremo romo a adaptadores con hemoquinasa Sall, se dividié con NotI,
se separd por tamafio adecuadamente mediante electroforesis de gel, y se cloné en una orientacién definida en un
vector de clonacién adecuado (tal como pRKB o pRKD; pRKS5B es un precursor de pPRK5D que no contiene el sitio
Sfil; ver Holmes et al., Science 253: 1278-1280 (1991)) en los sitios tnicos Xhol y Nol.

Se secuenci6 un clon de ADNc en su totalidad. La secuencia de nucleétidos de longitud completa de DNA40628
de secuencia nativa se muestra en la Figura 5. El clon DNA40628 contiene un tnico marco de lectura abierto con un
sitio de iniciacién de traduccidn claro en las posiciones de nucledtidos 52-54 (figura 5). El precursor estimado del
polipéptido tiene 299 aminodcidos de longitud con un peso molecular estimado de 32583 daltons y un pl de 8,29. El
clon DNA40628 se ha depositado con la ATCC y se asign6 el depésito de ATCC no. 209432.

En base a un andlisis de alineamiento de secuencias BLAST y FastA de la secuencia de longitud completa, PRO301
codificado por DNA40628 muestra una identidad en la secuencia de aminodcidos con el precursor del antigeno A33
(30%) y la proteina receptora de del virus coxsackie y adenovirus (29%).

Las secuencias de oligonucle6tidos utilizadas en el procedimiento anterior fueron los siguientes:

OLIZ2162 (35936.f1) (SEC ID NO: 12)
TCGCGGAGCTGTGTTCTGTTTCCC

OLIZ2163 (35936.pl) (SEC ID NO: 13)
TGATCGCGATGGGGACARAAGGCGCAAGCTCGAGAGGAAACTGTTGTGCCT

OLIZ2164 (35936.f2) (SEC ID NO: 14)
ACACCTGGTTCAAAGATGGG

OLI2165 (35936.rl1l) (SEC ID NO: 15)
TAGGAAGAGTTGCTGAAGGCACGG

OLI2166 (35936.£f3) (SEC ID NO: 16)
TTGCCTTACTCAGGTGCTAC

OL12167 (35936.r2) (SEQ ID NO: 17)
ACTCAGCAGTGGTAGGAAAG

Ejemplo 2
(Antecedente)
Aislamiento de clones de ADNc que codifican PRO362 humano

Se utilizaron secuencias del dominio extracelular (ECD) (incluyendo la sefial de secrecion, si existe) de aproxi-
madamente 950 proteinas secretadas conocidas de la base de datos de proteinas ptblica Swiss-Prot para buscar bases
de datos de secuencias etiquetadas de expresién (EST). Las bases de datos de EST incluian bases de datos publicas
de EST (por ejemplo, GenBank) y una base de datos de ADN de EST privada (LIFESEQ*, Incyte Pharmaceuticals,
Palo Alto, CA). La bisqueda se realizé utilizando el programa informético BLAST o BLAST-2 (por ejemplo, Altshul
et al. Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)) como comparacién de las secuencias de proteinas de ECD con
una traduccién de 6 marcos de la secuencia de EST. Aquellas comparaciones que daban lugar a un resultado BLAST
de 70 (o en algunos casos de 90) o superior que no codificaban proteinas conocidas se agruparon y ensamblaron
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en las secuencias de ADN de consenso con el programa “phrap” (Phil Green, Universidad de Washington, Seattle,
Washington).

Una secuencia de ADN de consenso se ensambld en relacion a otras secuencias de EST utilizando phrap. Esta
secuencia de consenso se designa en la presente invencién como DNA42257 (SEC ID No. 5) (véase la figura 4C). En
base a la secuencia de consenso DNA42257 (SEC ID No. 5) mostrada en la figura 4C, se sintetizaron oligonucleétidos:
1) para identificar por PCR una biblioteca de ADNc que contenia la secuencia de interés, y 2) para usar como sondas
para aislar un clon de la secuencia codificante de longitud completa para PRO362. Los cebadores de PCR directos
e inversos varian generalmente de 20 a 30 nucle6tidos y se disefian a menudo para producir un producto de PCR de
100-1000 pb de longitud. Las secuencias de sondas tienen habitualmente 40-55 pb de longitud. En algunos casos se
sintetizan oligonucledtidos adicionales cuando la secuencia de consenso es superior a 1-1,5 kpb. Con el fin de cribar
varias bibliotecas para un clon de longitud completa, se crib6 ADN de las bibliotecas mediante amplificacién por PCR,
como por Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, con la pareja de cebadores de PCR. A continuacion,
se utilizé una biblioteca positiva para aislar clones que codificaban el gen de interés utilizando el oligonucléotido de
sonda y uno de los cebadores de PCR.

Se sintetizaron parejas de PCR (directos e inversos):

cebador de PCR directo 1 (42257.f1)
5'-TATCCCTCCAATTGAGCACCCTGG-3"' (SEC. ID. No: 18)
cebador de PCR directo 2 (42257.f2):
5'-GTCGGAAGACATCCCAACAAG-3"' (SEC. ID. No: 19)
cebador de PCR INVERSO 1 (42257.rl)
5'-CTTCACAATGTCGCTGTGCTGCTC-3" (SEC. ID. No: 20)
cebador de PCR directo 2 (42257.r2):
5'-AGCCAAATCCAGCAGCTGGCTTAC-3"' (SEC. ID. No: 21)

Adicionalmente, se construyd una sonda sintética de hibridacién de oligonucledtidos a partir de la secuencia de
consenso DNA42257 que tenia la siguiente secuencia de nucleétidos:

sonda de hibridacidén (42257.pl)
5"-TGGATGACCGGAGCCACTACACGTGTGAAGTCACCTGGCAGACTCCTGAT-3"
(SEC. ID. No: 22)

Con el fin de cribar diversas bibliotecas para una fuente de un clon de longitud completa, se cribé el ADN de las
bibliotecas mediante una amplificacién por PCR con la pareja de cebadores de PCR identificados anteriormente. A
continuacidn, se utilizé una biblioteca positiva para aislar los clones que codificaban el gen de PRO362 utilizando el
oligonucleétido de sonda y uno de los cebadores de PCR.

El ARN para la construccién de las bibliotecas de ADNCc se aisl6 de tejido de tejido de cerebro fetal humano (LIB
153). Las bibliotecas de ADNc utilizadas para aislar los clones de ADNc se construyeron mediante procedimientos
estandar utilizando reactivos comercialmente disponibles, tales como los de Invitrogen, San Diego, CA. E1 ADNc se
cebd con oligo dT que contenia un sitio notl, unido por extremo romo a adaptadores con hemoquinasa Sall, se dividié
con Notl, se separd por tamafio adecuadamente mediante electroforesis de gel, y se cloné en una orientacién definida
en un vector de clonacioén adecuado (tal como pRKB o pRKD; pRKS5B es un precursor de pRK5SD que no contiene el
sitio Sfil; ver Holmes et al., Science 253: 1278-1280 (1991)) en los sitios tnicos Xhol y Nol.

La secuenciacion del ADN de los clones aislados tal y como se ha descrito anteriormente produjo la secuencia de
ADN de longitud completa para un PRO362 aislado (designada en la presente invencién como UNQ317 (DNA45416-
1252) (SEC ID No: 7).

La secuencia de nucle6tidos completa de UNQ317 (DNA45416-1251) se muestra en la Figura 6 (SEC. ID. No:
7). El clon UNQ367 (DNA) (SEC ID No: 7) contiene un tinico marco de lectura abierto con un sitio de iniciacién
de traduccion claro en las posiciones de nucleétidos 1082-1084 (figura 6, SEC ID No. 7). El precursor estimado del
polipéptido tiene 321 aminodcidos de longitud (figura 3, SEC ID No: 2). La proteina PRO362 de longitud completa
mostrada en la figura 3 tiene un peso molecular estimado de aproximadamente 35.544 daltons y un pl de aproximada-
mente 8,51. El andlisis del polipéptido PRO362 de longitud completa tal como se muestra en la figura 3 (SEC ID No.
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2) pone de manifiesto la presencia de un sitio de unién a glicosaminoglicano en aproximadamente el aminodcido 149 a
aproximadamente el aminoédcido 152 y un dominio transmembrana desde aproximadamente el aminodcido 276 hasta
aproximadamente el aminodcido 306. El clon UNQ317 (DNA45416-1251) se ha depositado con la ATCC Depésito
No. 209620.

Ejemplo 3
(Antecedente)
Aislamiento de clones de ADNc que codifican PRO245 humano

Se utilizaron secuencias del dominio extracelular (ECD) (incluyendo la sefial de secrecion, si existe) de aproxi-
madamente 950 proteinas secretadas conocidas de la base de datos de proteinas publica Swiss-Prot para buscar bases
de datos de etiquetas de secuencias expresadas (EST). Las bases de datos de EST incluian bases de datos publicas de
EST (por ejemplo, GenBank) y una base de datos de ADN de EST privada (LIFESEQ?*, Incyte Pharmaceuticals, Palo
Alto, CA). La busqueda se realiz6 utilizando el programa informéatico BLAST o BLAST-2 (por ejemplo, Altshul et al.
Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)) como comparacion de las secuencias de proteinas de ECD con una tra-
duccién de 6 marcos de la secuencia de EST. Aquellas comparaciones que daban lugar a un resultado BLAST de 70 (o
en algunos casos de 90) o superior que no codificda proteinas conocidas se agruparon y ensamblaron en las secuencias
de ADN de consenso con el programa “phrap” (Phil Green, Universidad de Washington, Seattle, Washington).

Una secuencia de consenso de ADN se ensamblé en relacién a otras secuencias de eST, en las que la secuencia de
consenso se designa en la presente invencién como DNA30954 (SEC ID No: 27). En base a la secuencia de consenso
DNA30954, se sintetizaron oligonucledtidos para identificar mediante PCR una biblioteca de ADNc que contuviera
la secuencia de interés y para utilizar como sondas para aislar un clon de la secuencia de codificacién de longitud
completa para PRO245.

Se sintetiz6 una pareja de cebadores del PCR (directos e inversos):

cebador de PCR directo:
5'-ATCGTTGTGAAGTTAGTGCCCC-3"' (SEC. ID. No: 28)
cebador de PCR inverso:
5'-ACCTGCGATATCCAACAGAATTG-3' (SEC. ID. No: 29)

Los cebadores directos e inversos de PCR varian generalmente de 20 a 30 nucleétidos y se disefian frecuentemente
para producir un producto de PCR de aproximadamente 100-1000 pb de longitud. Las secuencias sonda tienen habi-
tualmente 40-55 pb de longitud. En algunos casos, se sintetizan oligonucledtidos adicionales cuando la secuencia de
consenso es superior a aproximadamente 1-1,5 kbp. Con el fin de cribar varias bibliotecas para un clon de longitud
completa, se cribé el ADN de las bibliotecas mediante amplificacion por PCR, tal como se describe en Ausubel et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, con la pareja de cebadores de PCR.

Adicionalmente, se construyeron sondas sintéticas de hibridacién de oligonucleétidos a partir de las secuencias de
consenso DNA30954 que tenia la siguiente secuencia de nucleétidos:

sonda de hibridacidn:
5'-GGAAGAGGATACAGTCACTCTGGAAGTATTAGTGGCTCCAGCAGTTCC=-3"
(SEC. ID. No: 30)

Con el fin de cribar diversas bibliotecas para una fuente de un clon de longitud completa, se crib6 el ADN de las
bibliotecas mediante una amplificacién por PCR con la pareja de cebadores de PCR identificados anteriormente. A
continuacién, se utilizé una biblioteca positiva para aislar los clones que codificaban el gen de PRO245 utilizando el
oligonucleétido de sonda y uno de los cebadores de PCR.

El ARN para la construccion de las bibliotecas de ADNCc se aisl6 de tejido de higado fetal humano. Las bibliotecas
de ADNCc utilizadas para aislar los clones de ADNc se construyeron mediante procedimientos estandar utilizando
reactivos comercialmente disponibles, tales como los de Invitrogen, San Diego, CA. E1 ADNc se ceb6 con oligo c¢T
que contenia un sitio Notl, unido por extremo romo a adaptadores con hemoquinasa Sall, se dividieron con Notl, se
separaron por tamafio adecuadamente mediante electroforesis de gel, y se clond en una orientacién definida en un
vector de clonacién adecuado (tal como pRKB o pRKD; pRK5B es un precursor de pPRK5D que no contiene el sitio
Sfil; ver Holmes et al., Science 253: 1278-1280 (1991)) en los sitios tinicos Xhol y Nol.
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La secuenciacién del ADN de los clones aislados tal y como se ha descrito anteriormente produjo la secuencia de
ADN de longitud completa para un PRO245 de secuencia nativa (designada en la presente invencién como UNQ219
(DNA35638) (SEC ID No: 8)] y la secuencia de proteina derivada (SEC ID No: 9).

La secuencia de nucledtidos completa de UNQ219 (DNA35638) se muestra en la Figura 7 (SEC. ID. No: 8). El
clon UNQ219 (DNA35638) (SEC ID No: 8) contiene un tnico marco de lectura abierto con un sitio de iniciacién
de traduccion claro en las posiciones de nucledtidos 89-91 [Kozak et al., supra] y un extremo final en el codén de
finalizacién en las posiciones de nucleétidos 1025-1027 (figura 7, SEC ID No: 8) El precursor estimado del polipéptido
tiene 312 aminoécidos de longitud (figura 11) (SEC ID No: 9). El clon UNQ219 (DNA35638) se ha depositado con la
ATCC el 17 de septiembre de 1997 y se asigné el depdsito de ATCC no. 209265.

Ejemplo 4
Inhibicion de la proliferacion estimulada por VEGF del crecimiento de células endoteliales

Se pusieron en placas células endoteliales capilares corticales adrenales bovinas (ACE) (de un cultivo primario,
mdaximo 12-14 surcos) en placas de microtitulado de 96 pocillos (Amersham Life Science) a una densidad de 500
células/pocillo por 100 4L en DMEM bajo en glucosa, suero de ternero al 10%, 2 mM de glutamina, 1x de pen/estrept
y fungizona, complementado con 3 ng/mL de VEGF. Los controles se pusieron en placas del mismo modo pero
algunos no incluian VEGF. Se afiadié una muestra de prueba de los polipéptidos PRO301 y PRO245 en un volumen
de 100 1 para obtener un volumen final de 200 mcL. Se incubaron las células durante 6-7 dias a 37°C. Se aspir6 el
medio y se lavaron las células I x con PBS. Se afiadié una mezcla de reaccién de fosfatasa acida (100 uL, 0,1M de
acetato de sodio, pH 5,5, 0,1% de Triton-100, 10 mM de fosfato de p-nitrofenilo). Tras una incubacién de 2 horas a
37°C, se detuvo la reaccion mediante la adicién de 10 mcL de NaOH 1 N. Se midi6 la DO en el lector de placas de
microtitulado a 405 nm. Los controles eran sin células, con s6lo células, células + FGF (5 ng/mL), células + VEGF (3
ng/mL), células + VEGF (3 ng/ml) + TGF-8 (1 ng/ml), y células + VEGF (3 ng/mL) + LIF (5 ng/mL). (Se sabe que
TGF-g a una concentracién de 1 ng/ml bloquea un 70-90% de la proliferacién de células estimulada por VEGF.)

Se evaluaron los resultados mediante el calculo del porcentaje de inhibicién de la proliferacién de células estimu-
ladas por VEGF (3 ng/mL), determinada mediante la medicién de la actividad de la fosfatasa dcida a DO,ys nm. (1)
en relacion con las células sin estimulacion, y (2) en relacién a la inhibicién por TGF-( de la actividad estimulada por
VEGF de referencia. Los resultados, mostrados en la tabla 1, son indicativos de la utilidad del polipéptido PRO301
y PRO245 en la inhibicién del crecimiento celular, especialmente en la terapia del cancer y especificamente en la
inhibicién de la angiogénesis tumoral.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1
% Proliferacidn en
Compuesto de prueba Concentracidn
relacidn al control
Proteina de DNA40628 (SEC ID
7,0 nM 1,02
No: 1)
Proteina de DNA40628 (SEC ID
70,0 nM 0,88
No: 1)
Proteina de DNA40628 (SEC ID
700,0 nM 0,44
No: 1)
Proteina de DNA40628 (SEC ID
0,01% 0,92
No: 1}
Proteina de DNA40628 (SEC ID
0,1% 0,85
No: 1)
Proteina de DNA40628 (SEC ID
1,0% 0,68
No: 1)
Proteina de DNA35638 (SEC ID
0,01% 0,76
No: 9)
Proteina de DNA35638 (SEC ID
0,1% 0,35
No: 9)
Proteina de DNA35638 (SEC 1D
1,0% 0,11
No: 9)
Proteina de DNA35638 {SEC ID
0,48 nM 1,03
No: 9)
Proteina de DNA35638 (SEC ID
4,8 nM 0,95
No: 9)
Proteina de DNA35638 {SEC ID
48,0 nM 0,49
No: 9)
Ejemplo 5

Actividad estimuladora en el ensayo de la Reaccion Linfocitaria Mixta (MLR)

Este ejemplo muestra que los polipéptidos de la presente invencidn son activos como estimulador de la prolifera-
cion de linfocitos T estimulados. Los compuestos que estimulan la proliferacién de linfocitos son terapéuticamente
utiles cuando el aumento de la respuesta inflamatoria es ventajoso. Los compuestos que inhiben la proliferacién de lin-
focitos son terapéuticamente utiles cuando la supresion de la respuesta inflamatoria es ventajosa. Un agente terapéutico
puede tomar la forma de antagonistas del polipéptido de la presente invencién, por ejemplo, anticuerpos quiméricos
murino-humano, humanizados o humanos contra el polipéptido.

El protocolo bésico para este ensayo se describe en Current Protocol in Immunology, Unidad 3.12, J.E. Coligan

AM. Kruisbeek, DH Marglies, EM Shevach y W Strober, Eds. National Institute of Health. Publicada por John Wiley
& Sons.
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Mais especificamente, en una variante del ensayo, se aislan células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
de individuos mamiferos, por ejemplo, un voluntario humano, mediante leucoféresis (un donante suministrard las
PBMCs estimulantes, el otro donante suministrard las PBMCs de respuesta). Si se desea, las células se congelan en
suero bovino fetal y DMSO tras el aislamiento. Las células congeladas pueden descongelarse durante toda una noche
en medios de ensayo (37°C, 5% de CO,) y a continuacién se pueden lavar y resuspender hasta 3 x 10° células/ml de
medios de ensayo (RPMI; un 10% de suero bovino fetal, un 1% de penicilina-estreptomicina, un 1% de glutamina, un
1% de HEPES, un 1% de aminoécidos no esenciales, un 1% de piruvato).

El estimulador de las PBMCs se prepara mediante la irradiacion de las células (aproximadamente 3000 Rads). El
ensayo se prepara mediante la colocacion en placas en pocillos por triplicado de una mezcla de: 100 ul de muestra de
prueba diluida al 1% de 0,1%; 50 ul de células de estimulador irradiadas y 50 ul de células PBMC de respuesta. Como
control se utilizan 100 ul de medios de cultivo celular o 100 ml de CD4-IgG. Los pocillos se incuban a continuacién a
37°C, un 5% de CO, durante 4 dias. En el dia 5, cada pocillo se pulsa con timidina tritiada (1,0 mC/pocillo; Amersham).
Después de varias horas las células se lavan 3 veces y a continuacidn se evalia la captaciéon de marcador.

En otra variante de este ensayo, se aislan las PBMC de los bazos de ratones Balb/c y ratones C57B6. Las células
se laminan de bazos obtenidos recientemente en medios de ensayo (RPMI; un 10% de suero bovino fetal, un 1% de
penicilina-estreptomicina, un 1% de glutamina, un 1% de HEPES, un 1% de aminoécidos no esenciales, un 1% de
piruvato) y se aislan las PBMCs mediante el revestimiento de estas células sobre Linfocito M (Organon Teknika),
centrifugando a 2000 rpm durante 20 minutos, recogiendo y lavando la capa de células mononucleares en medios de
ensayo y resuspendiendo las células a 1 x 107 células/ml de medios de ensayo. A continuacion, el ensayo se lleva a
cabo tal y como se ha descrito anteriormente. Los resultados de este ensayo para el compuesto de la presente invencién
se muestran a continuacion en la Tabla 2. Los incrementos positivos sobre el control se consideran positivos, siendo
preferidos incrementos mayores o iguales al 180%. Sin embargo, cualquier valor superior al control indica un efecto
estimulante para la proteina de prueba.

TABLA 2
Porcentaje de aumento sobre el
Compuesto Concentracién
Control

Proteina de DNA4(0628

0,1% 181,7
{SEC ID No: 1)
Proteina de DNA40628

1,0% 187,3
{SEC ID No: 1)
Proteina de DNA40628

0,1% 193,4
(SEC ID No: 1)
Proteina de DNA40628

1,0% 204,1
{SEC ID No: 1)
Proteina de DNA45416

0,1% 87,4
{SEC ID No: 2)
Proteina de DNA45416

1,0% 180,2
(SEC ID No: 2)
Proteina de DNA35638

0,1% 189,7
(SEC ID No: 9}
Proteina de DNA35639

0,1% 193,7
{SEC ID No: 9)
Proteina de DNA35638

1,0% 212,5
(SEC ID No: 9)
Proteina de DNA35638

1,0% 300,5

(SEC ID No: 9)
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Ejemplo 6
Infiltrados de células inflamatorias en la piel de cobayas

El siguiente ejemplo muestra que los polipéptidos de la presente invencién son proinflamatorios en que estimulan
infiltrados de células inflamatorias (es decir neutrofilicos, eosinofilicos, monoliticos o linfociticos) en piel de cobaya.
El ensayo descrito en la presente invencién monitoriza la capacidad de cada proteina de inducir un infiltrado de células
inflamatorias en la piel de una cobaya. Los compuestos que estimulan la infiltracion estimuladora son terapéuticamen-
te utiles cuando el aumento de la respuesta inflamatoria es ventajoso. Los compuestos que inhiben la proliferacién de
linfocitos son terapéuticamente Uutiles cuando la supresion de la respuesta inflamatoria es ventajosa. Un agente tera-
péutico puede tomar la forma de antagonistas de los polipéptidos de la presente invencion, por ejemplo, anticuerpos
quiméricos murino-humano, humanizados o humanos contra el polipéptido.

Se anestesian intramuscularmente con quetamina (75-80 mg/kg de peso corporal) y Xilacina (5 mg/kg de peso
corporal) cobayas sin pelo (Charles River Labs) que pesan 350 gramos o mas. Las muestras de proteina se inyectan
intradérmicamente en las espaldas de cada animal a un volumen de 100 ul por punto de inyeccién. Existen aproxima-
damente 16-24 puntos de inyeccién por animal. Se inyecta intracardialmente un ml de colorante azul de Evans (1%
en solucién salina fisiol6gica tamponada). Los animales se sacrifican después de 6 horas. Se realiza la biopsia en cada
sitio de inyeccidn en la piel y se fijan en formalina. Las pieles se preparan para una evaluacién histopatolégica. De
cada sitio se evalia la infiltracién de células inflamatorias en la piel. Los sitios con células inflamatorias visibles se
marcaron como positivas. Las muestras que inducen un infiltrado de células inflamatorias se marcan como sustancias
proinflamatorias.

TABLA 3
Compuesto Actividad proinflamatoria
Proteina de DNA40628
(SEC ID No: 1) F
Proteina de DNA45416
(SEC ID No: 2) ¥
Proteina de DNA35638 .

(SEC ID No: 9)

Control negativo -

Ejemplo 7
Interaccion neutrofilos humanos

El siguiente ejemplo muestra la capacidad de los polipéptido de la presente invencién para unirse a neutréfilos
humanos, una molécula asociada con la inflamacién y la respuesta inflamatoria.

Los neutrdfilos aislados de la sangre de donantes humanos (PMN), tal como se describe en Scan. J. Clin. Lab.
Invest. Suppl. 97: 51-76 (1968), se incubaron con una fusién a Ig de proteina codificada por DNA40628 (preparada tal
como se describe en los siguientes ejemplos) o un anticuerpo humanizado de control negativo.

Se resuspendieron los PMNs en un tubo de microcentrifuga en PBS a una densidad de 2 x 10° equivalentes celulares
por condicién patoldgica. Las células se lavaron dos veces con PBS enfriado en hielo y se centrifugaron a 400 x g
entre lavados. Las células PMN se bloquearon con BSA al 0,5% en PBS (reactivo de bloqueo) a 4°C durante 1 hora.
Después de la incubacion, las células se lavaron de nuevo dos veces adicionales con reactivo de bloqueo. Los PMNs
se centrifugaron después del lavado final y se resuspendieron en 1 ml de tampé6n de bloqueo a 0,1 ug/ml en tanto la
proteina de DNA40628 y el anticuerpo de control. La incubacién se llevé a cabo durante 2 horas a 4°C. Las células
PMN se resuspendieron suavemente cada 15 minutos en hielo, a continuacién se lavaron y se centrifugaron 5 veces
en tampodn de bloqueo, durando cada lavado 5 minutos a 4°C y centrifugando a 440 x g. Se aplicé a continuacién a las
células PMN una dilucién 1:1000 de Fc especifico de IgG anti-humano y de cabra conjugado a fosfatasa alcalina en
el tampdn de bloqueo. Las células PMN se incubaron durante 1 hora a 4°C, con un mezclado suave cada 15 minutos
en hielo. A continuacién, las células PMN se lavaron 5 veces con tampdn de bloqueo, se resuspendieron en el sustrato
apropiado para fosfatasa alcalina y se distribuyeron en 4 alicuotas de 100 ul en una placa de microtitulacion. El
desarrollo del color se ley6 a D.O. 405. Los resultados se muestran en la figura 21.
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Ejemplo 8
Hibridacion de tejido por transferencia de puntos

Se hibridé una transferencia original de ARN humano (Clontech) durante toda la noche a 65°C en tampén
Expresshyb® (Clontech) mediante las instrucciones del fabricante con 100 mM de sonda de ADNc DNA40628 (SEC
ID No. 7) marcada con psolareno-biotina. Se utiliz6 estreptavidina-fosfatasa alcalina para detectar la sonda biotinilada.
La transferencia se desarroll6 con sustrato CDP-star (Ambion) y se expusieron varias veces en una pelicula Biomax
(Kodak). Un andlisis de hibridacién de ADNc de tejidos humanos muestra que el ARNm de DNA40628 se expresa
en muchos tejidos a excepcion del cerebelo y la médula espinal. Figura 19. El ARNm de DNA40628 es altamente
expresado en el colon, prostata, estbmago, ovario, glandula salivar, rifion, pulmén, trdquea y placenta.

Ejemplo 9
Sobreexpresion de productos génicos

Este ejemplo muestra que los genes que codifican varias proteinas indicadas en la figura 20 se sobreexpresan en
el colon colitico de ratones CRF2-4-/- “knock out”. Los agentes terapéuticos pueden tomar la forma de antagonistas
de los productos génicos indicados, por ejemplo, anticuerpos quiméricos murino-humano, humanizados o humanos
contra los mismos.

Los ratones CRF2-4-/- (Spencer et al., J. Exp. Med. 187, 571-578 (1998)) son animales que tienen una subunidad
del gen que codifica el receptor IL-10 eliminado. Los ratones son insensibles a las funciones de reduccién de la
expresion de IL-10 para la activacién de macréfagos, y no pueden regular por descenso la respuesta a liposacaridos
desencadenantes de la secrecién de TNF-a por macréfagos. Desarrollan una colitis crénica que puede conducir a un
adenocarcinoma colénico.

Las sondas para las proteinas indicadas en la figura 20 se crearon a partir de plantillas de ARNm para los productos
génicos indicados y se utilizaron en el ensayo de 5’-nucleasa (por ejemplo, TagMan™) y en PCR cuantitativa a tiem-
po real (por ejemplo, ABI Prizm 7700 Sequence Detection System™ (Perkin-Elmer, Applied Biosystems Division.
Foster City. CA). Los resultados se expresan en unidades delta CT. Una unidad corresponde a un ciclo de PCR o
aproximadamente una amplificacién de dos veces en relacion a lo normal, dos unidades corresponden a cuatro veces,
3 unidades a 8 veces, etc. La cuantificacion se obtuvo utilizando cebadores y un ARNm etiquetado con TagMan™
fluorescente derivado de los productos génicos de ensayo relacionados con el sistema inflamatorio indicados en la
figura 20. Se prefieren las regiones de los productos génicos indicados que mds probablemente contienen secuencias
de 4cidos nucleicos dnicas y que menos probablemente han ayustado (“spliced out”) intrones, para la derivacién del
cebador, por ejemplo, la regién 3’-no traducida.

La reaccién del ensayo de 5’-nucleasa es una técnica fluorescente basada en PCR que utiliza la actividad 5’-exo-
nucleasa de la enzima Taq ADN polimerasa para monitorizar la amplificacién a tiempo real. Se utilizan dos cebadores
oligonucledtidos para generar un amplicén tipico de una reaccién de PCR. Un tercer oligonucledtido, o sonda, se
disefia para detectar la secuencia de nucleétidos localizada entre los dos cebadores de PCR. La sonda no es extendible
mediante la enzima Taq ADN polimerasa y estd marcada con un colorante fluorescente informador y un colorante
fluorescente de sofocacién. Cualquier emisién inducida por laser del colorante fluorescente se destruye por el colo-
rante de destrucciéon cuando los dos colorantes estdn situados de manera préxima ya que estdn en la sonda. Durante
la reaccién de amplificacidn, la sonda se divide mediante la enzima Taq ADN polimerasa de una manera dependiente
de la plantilla. Los fragmentos resultantes de la sonda se disocian en solucidn y la sefial de la liberacion del colorante
informador estd libre del efecto de destruccion del segundo fluoréforo. Se libera una molécula de colorante informador
para cada nueva molécula sintetizada y la deteccion del colorante informador no destruido proporcioné la base para la
interpretacion cuantitativa de los datos.

El procedimiento de la 5’-nucleasa se realiza en un dispositivo de PCR cuantitativa a tiempo real, tal como el ABI
Prism 7700™ Sequence Detection. El sistema consiste en un termociclador, laser, cdmara del dispositivo acoplado por
carga (CCD) y ordenador. El sistema amplifica muestras en un formato de 96 pocillos en un termociclador. Durante la
amplificacion, la sefial fluorescente inducida por ldser se recoge en tiempo real a través de cables de fibra dptica para
los 96 pocillos y se detecta en el CCD. El sistema incluye un software para hacer funcionar los dispositivos y para
analizar los datos.

Los datos del ensayo de 5’-nucleasa se expresan inicialmente como ct, o el ciclo umbral. Esto se define como el
ciclo en el que la sefial informadora se acumula por encima del nivel base de fluorescencia. Los valores Ct se utilizan
como la medida cuantitativa del nimero relativo de copias de inicio de una secuencia diana concreta en una muestra
de 4cidos nucleicos.

Los resultados de la amplificacion de ARNm de muestra en la figura 20. La expresion en animales naturales se

comparé con animales CRF2.4 KO con beta-actina como patrén de referencia. Se midieron cuatro animales en cada
grupo. A los cuatro animales KO se les diagnostic colitis y, ademads, tres de ellos tenian adenocarcinoma de colon.
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La figura 18 muestra que el ARNm de JAM aumenta 3,3 veces en el colon de ratones CRF2-4 -/- con colitis. Estos
ratones son “knock outs” de receptor IL-10 que desarrollan una colitis espontdnea mediada por linfocitos, monocitos
y neutrdfilos. 11-10 suprime la respuesta inflamatoria mediante la modulacién de la expresién de ciertas citoquinas
inflamatorias.

Como resultado, es probable que PRO301, PRO362 y PRO245 hubieran elevado también la expresion en la enfer-
medad inflamatoria humana, tal como la enfermedad inflamatoria del intestino y otras enfermedades inflamatorias de
las tripas.

Ejemplo 10
Induccion de apoptosis de células endoteliales

La capacidad de los polipéptidos de la presente invencién para inducir la apoptosis en células endoteliales se
ensayo en células endoteliales de vena umbilical venosa humana (HUVEC, Cell Systems). El primer dia, se pusieron
en placas de 96 pocillos para microtitulos (Amersham Life Science, microplaca centelleante cytostar-T. RPNQ 160,
estéril, cultivo de tejidos tratado, envueltos individualmente), en suero al 10% (medio CSG, Cell Systems), en una
densidad de 2 x 10* células por pocillo en un volumen total de 100 ul. El segundo dfa, se afiadieron los polipéptidos
PRO301 y PRO245 codificados por DNA40628 y DNA35638, respectivamente, por triplicado en diluciones del 1%,
0,33% y 0,11%. En el tercer dia se determiné la capacidad de los polipéptidos PRO301 y PRO245 para inducir la
apoptosis utilizando un kit disponible comercialmente, Apoptosis Detection Kit (R&D Systems. Minnesota) en el
que la anexina V., un miembro de las proteinas de unién a calcio y fosfolipidos, se utiliza para la deteccién de la
apoptosis, siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Se afiadieron a las células la anexina V marcada con
fluoresceina y el yoduro de propidio. Se realiz6 el andlisis con citémetros equipados con un unico ldser que emite
una luz de excitacién a 488 nm. En esta prueba las células vivas no se tefiirdn con ningtn fluorocromo, las células
necrdticas se tefiirdn con ambos fluorocromos, y las células que experimentan la apoptosis se tefiirdn sélo con el
reactivo de la anexina V-FITC. La sefial generada por la anexina V-FITC se detect6 en el detector de sefial de FITC.
Los resultados se indican a continuacién en la Tabla 4.

TABLA 4
% sobre la fluorescencia
Compuesto de prueba Concentracidn
base

Proteina de DNA40628 (SEC

0,11% 115,8
iD No: 1)
Proteina de DNAR40628 (SEC

0, 33% 199,3
ID No: 1)
Proteina de DNA40628 (SEC

1,0% 335,6
ID No: 1)
Proteina de DNA35638 (SEC

0,11% 77,6
ID No: 9)
Proteina de DNA35638 (SEC

0,33% 143,7
ID No: 9)
Proteina de DNA35638 (SEC

1,0% 146,0
ID No: 9)
Proteina de DNA35638 (SEC

6,82 nM 67,2
ID No: 9)
Proteina de DNA35638 (SEC

20,46 nM 102,6
ID No: 9)
Proteina de DNA35638 (SEC

62,0 nM 118,8

ID No: 9)
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La capacidad de los compuestos de las proteinas de la presente invencién para inducir la apoptosis de las células
epiteliales, especialmente en combinacién con la interrupcién en la formacién de la unién celular tal y como se indica
en el Ejemplo 4, es indicativo de que los compuestos juegan un papel en la adhesion y la transmigracién celulares. De
forma similar a la JAM murina, los compuestos son probables moléculas de unién celular en el epitelio y el endotelio,
lo cual explica su extensa distribucién en el tejido. La interrupcidon de la induccién de la apoptosis de las células
endoteliales confirma su papel en el crecimiento y la apoptosis de las células.

Ejemplo 11
Ensayo antitumoral in vitro

La actividad antiproliferativa de los polipéptidos PRO301 y PRO362 de la presente invencién se determiné en el
ensayo de investigacion para el descubrimiento de fidrmacos anticancerigenos in vitro orientado hacia enfermedades del
National Cancer Institute (NCI), utilizando un ensayo de unién con colorante sulforrodamina B (SRB) esencialmente
como se describe por Skehan et al., J. Natl. Cancer Inst., 82 1107-1112 (1990). Las 60 lineas de células tumorales
utilizadas en este estudio (“el panel NCI”), asi como las condiciones para su mantenimiento y cultivo in vitro se han
descrito por Monks et al., J. Natl. Cancer Inst., 83: 757-766 (1991). El objetivo de este cribado es evaluar inicialmente
la actividad citotéxica y/o citoestdtica de los compuestos de prueba contra diferentes tipos de tumores (Monks et al.,
supra.: Boyd, Cancer: Prine, Pract. Oncol. Update, 3(10): 1-12 [1989]).

Se recogieron células de aproximadamente 60 lineas de células tumorales humanas con tripsina/EDTA (Gibco), se
lavaron una vez, se resuspendieron en IMEM y se determiné su viabilidad. Las suspensiones celulares se afiadieron
mediante pipeta (volumen de 100 ul) en placas de microtitulos separadas de 96 pocillos. La densidad de células para la
incubacién de 60 dias era inferior que para la incubacion de 20 dias para evitar el sobrecrecimiento. Los inoculados se
dejaron durante un periodo de preincubacién de 24 horas a 37°C para su estabilizacién. Se afiadieron diluciones de dos
veces la concentracion de prueba deseada a tiempo cero en alicuotas de 100 ul a los pocillos de placas de microtitulos
(dilucién 1:2). Los compuestos de prueba se evaluaron a cinco diluciones semilogaritmicas (1000 a 100.000 veces).
Las incubaciones tuvieron lugar durante dos dias y seis dias en una atmdsfera de CO, al 5% y 100% de humedad.

Después de la incubacion, se extrajo el medio y las células se fijaron en 0,1 ml de 4cido tricloroacético al 10% a
40°C. Las placas se enjuagaron cinco veces con agua desionizada, se secaron, se tifieron durante 30 minutos con 0,1
ml de colorante sulforrodamina B al 0,4% (Sigma) disuelto en dcido acético al 1%, se enjuagaron cuatro veces con
dcido acético al 1% para eliminar el colorante no unido, se secaron y el tinte se extrajo durante 5 minutos con 0,1 ml
de base Tris [tris(hidroximetil)aminometano] 10 mM, pH 10,5. La absorbancia (DO) de sulforrodamina B a 492 nm
se midio utilizando un lector de la placa de microtitulos de 96 pocillos conectado a un ordenador.

Una muestra de prueba se considera positiva si muestra por lo menos un 50% de efecto inhibidor del crecimiento
en una o mas concentraciones. Los resultados se muestran en las siguientes Tablas, en la que las abreviaturas son las
siguientes:

NSCL = carcinoma de pulmon de células no pequenas

SNC = sistema nervioso central.

TABLA 5
Compuesto de Longitud Linea celular tumoral
Concentracién

prueba de ensayo | Tipo Designacién
Proteina de 0,075 nM 6

Colon HCC-2998
DNA40628 (SEC

Melanoma M14
ID No: 1)
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Proteina de 700 nM
DNA40628 (SEC Melanoma M14
ID No: 1)
Proteina de 152 nM
Colon SR
DNA40628 {(SEC
Melanoma LOX IMVI
ID No: 1)
Proteina de 15,2 nM
DNA40628 (SEC Melanoma LOX IMVI
ID No: 1)
Proteina de 0,85 nM NSCL HOP62
DNA40628 ({SEC Ovarico QVCAR-3
ID No: 1) Préstata PC3
Proteina de 15 nM
DNA45416 ({SEC Ovarico SK-0OV-3
ID No: 2)
Proteina de 15 nM
NSCL NCI-H322M
DNA45416 (SEC
Prostata PC-3
ID No: 2)
Proteina de 4,7 nM
DNA45416 (SEC Melanoma LOX IMVI
ID No: 2)
Proteina de 47 nM
NSCL NCI-H322M
DN245416 (SEC
Colon Colo 205
ID No: 2}
Proteina de 152 nM
CNS SR~295
DNA45416 {SEC
Mama T047D
ID No: 2}
152 nM Leucemia SR, HL-60({TB),
MOLT~4, K-562
Proteina de NSCL NCI-H23, EKVX
DNA45416 (SEC Celon HCC-2998
ID No: 2) CNS U251
Melanoma UACC~-62, UACC-
257, LOX IMVI
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Proteina de 0,35 nM 2

NSCL HOP92
DNA35638 (SEC

Ovarico OVCAR-4
ID No: 9)
Proteina de 0,35 nM 2 Leucemia SR
DNA35638 (SEC
ID No: 9)
Proteina de 0,35 nM 6 Colon HCC-2998
DNA35638 (SEC
ID No: 9)
Proteina de 3,5 nM 6

Leucemia SR
DNA35638 (SEC

Colon SW-620
ID No: 9)
Proteina de 6,2 nM 6 Colon HCT-116
DNA35638 (SEC
ID No: 9)
Proteina de 6,2 nM 6 Leucemia RPMI-8226
DNA35638 (SEC
ID No: 9)

Ejemplo 12

Utilizacion de PRO301 como sonda de hibridacion

El siguiente procedimiento describe el uso de una secuencia de nucleétidos que codifica un PRO301 como sonda
de hibridacién.

El ADN que comprende la secuencia codificante de PRO301 de secuencia nativa (tal y como se muestra en la figura
5) se utiliza como sonda para cribar los ADNs homdlogos (tales como aquéllos que codifican variantes naturales de
PRO301) en bibliotecas de ADNc de tejido humano o bibliotecas genémicas de tejido humano.

La hibridacién y el lavado de los filtros que contienen cualquier ADN de biblioteca se realizan segtn las siguientes
condiciones de astringencia elevada. La hibridacién de las sondas derivadas de PRO301, PRO362 o PRO245 radio-
marcadas a los filtros se realiza en una solucién al 50% de formamida, 5x SSC, SDS al 0,1%, pirofosfato de sodio al
0,1%, 50 mM de fosfato de sodio, pH 6,8, 2x de solucidon de Denhardt, y sulfato de dextrano al 10% a 42°C durante
20 horas. El lavado de los filtros se realiza en una solucién acuosa de 0,1 x SSC y SDS al 0,1% a 42°C.

A continuacién, se pueden identificar los ADNs que tienen una identidad en la secuencia deseada con el ADN que
codifica una PRO301 de secuencia nativa de longitud completa utilizando las técnicas estdndar conocidas en el sector.

Ejemplo 13
Expresion de PRO301 en E. coli

Este ejemplo ilustra la preparacion de una forma no glicosilada de PRO301 mediante expresion recombinante en
E. coli.

La secuencia de ADN que codifica PRO301 se amplifica inicialmente utilizando cebadores de PCR seleccionados.
Los cebadores deberian contener sitios para las enzimas de restriccién que se correspondan con los sitios para enzimas
de restriccion en el vector de expresion seleccionado. Se puede utilizar una variedad de vectores de expresion. Un
ejemplo de un vector adecuado es el pBR322 (derivado del E. coli, véase Bolivar et. al., Gene, 2:95 (1977)) que
contiene genes para la resistencia a la ampicilina y la tetraciclina. El vector se digiere con una enzima de restriccién y
se desfosforila. A continuacion, las secuencias amplificadas por PCR se unen en el vector. El vector preferiblemente
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incluird secuencias que codifican un gen resistente a un antibiético, un promotor trp, una secuencia poli-His lider
(incluyendo los primeros seis codones STII, secuencia poli-His, y sitio de division para la enteroquinasa), la regién
codificante de PRO301, el finalizador transcripcional lambda, y un gen argU.

A continuacion, la mezcla de unién se utiliza para transformar una cepa seleccionada de E. coli utilizando los
procedimientos descritos en Sambrook et. al., supra. Los transformantes se identifican por su capacidad para crecer en
placas de LB y, a continuacion, se seleccionan las colonias resistentes a los antibiéticos. El ADN pldsmido se puede
aislar y confirmar mediante el analisis de restriccion y la secuenciacién del ADN.

Los clones seleccionados se pueden desarrollar durante toda la noche en un medio de cultivo liquido tal como el
caldo LB suplementado con antibiéticos. El cultivo de toda la noche se puede utilizar posteriormente para inocular un
cultivo a mayor escala. A continuacion, las células se desarrollan hasta una densidad 6ptica deseada, durante la cual el
promotor de la expresion se activa.

Después de cultivar las células durante muchas mds horas, las células se pueden recoger mediante centrifugacion.
El residuo de células obtenido mediante la centrifugacién se puede solubilizar utilizando diversos agentes conocidos
en la técnica, y la proteina PRO301 solubilizada se puede purificar a continuacién utilizando una columna quelante de
metal en condiciones que permiten la unién fuerte de la proteina.

Se expresé PRO301 en E. coli en forma de etiqueta de poli-His, utilizando el siguiente procedimiento. El ADN
que codifica PRO301 se amplificé inicialmente utilizando cebadores del PCR seleccionados. Los cebadores contenian
sitios para las enzimas de restriccién que se correspondian con los sitios para enzimas de restriccion en el vector de
expresion seleccionado, y otras secuencias ltiles que proporcionan una iniciacién de la traduccion eficaz y fiable, una
purificacion rapida en una columna quelante metélica, y la eliminacién proteolitica con enteroquinasa. Las secuencias
etiquetadas de poli-His amplificadas por PCR se unieron a continuacién en un vector de expresion que se utilizé para
transformar un E. coli huésped basado en la cepa 52 (W3110 fuhA(tonA) Ion galE rpoHts(htpRts) clpP(laclq). Los
transformantes se cultivaron en primer lugar en LB que contenia 50 mg/ml de carbenicilina a 30°C con agitacion hasta
alcanzar una D.O. 600 de 3-5. Los cultivos se diluyeron a continuacién 50-100 veces en un medio CRAP (preparado
mezclando 3,57 g de (NH,),SO,, 0,71 g de citrato de sodio-2H,0, 1,07 g de KCI, 5,36 g de extracto de levadura
Difco, 5,36 g de Sheffield hycase SF en 500 ml de agua, ademds de 110 mM de MPOS, pH 7,3, glucosa al 0,55%
(p/v) y 7 mM de MgSO,) y se cultivaron durante aproximadamente 20-30 horas a 30°C con agitacién. Las muestras
se extrajeron para verificar la expresion mediante un andlisis SDS-PAGE, y el volumen del cultivo se centrifugé para
agrupar las células. Los residuos celulares se congelaron hasta la purificacion y el repliegue.

La pasta de E. coli de fermentaciones de 0,5 a 1 L (6-10 g de residuos de centrifugacion) se resuspendieron en
10 volimenes (p/v) de 7 M de guanidina, 20 mM de Tris, tamp6n de pH 8. Se afiadieron sulfito sédico y tetrationato
sddico sélidos para que las concentraciones finales sean de 0,1 M y 0,02 M, respectivamente, y la solucién se agit6
durante toda la noche a 4°C. Esta etapa da lugar a una proteina desnaturalizada con todos los residuos de cisteina
bloqueados por la sulfitolizacién. La solucién se centrifugd a 40.000 rpm durante 30 minutos en una ultracentrifuga
Beckman. El sobrenadante se diluy6 con 3-5 volimenes de tampén de columna quelante metalica (6 M de guanidina,
20 mM de Tris, pH 7,4) y se filtr6 a través de filtros de 0,22 micras para aclarar. El extracto aclarado se cargé en
una columna quelante metalica Quiagen Ni-NTA de 5 ml equilibrada con el tampén de columna quelante metélica.
La columna se lava con un tamp6n adicional que contenia 50 mM de imidazol (Calbiochem, grado Utrol), pH 7,4. La
proteina se eluy6 con un tampdn adicional que contenia 250 mM de imidazol. Las fracciones que contenian la proteina
deseada se agruparon y se guardaron a 4°C. La concentracién de proteina se estimé seguin su absorbancia a 280 nm
utilizando el coeficiente de extincion calculado en base a su secuencia de aminodcidos.

Las proteinas se replegaron mediante la dilucién lenta de la muestra en tampén de repliegue preparado nuevo
consistente en: 20 mM de Tris, pH 8,6, 0,3 M de NaCl, 2,5 M de urea, 5 mM de cisteina, 20 mM de glicina y 1
mM de EDTA. Los volimenes de repliegue se escogieron de manera que la concentracion final de proteina estaba
entre 50 y 100 microgramos/ml. La solucién de repliegue se agité suavemente a 4°C durante 12-36 horas. La reaccién
de repliegue se detuvo mediante la adicién de TFA hasta una concentracién final del 0,4% (pH aproximadamente
de 3). Antes de otra purificacién de la proteina, la solucién se filtr6 a través de un filtro de 0,22 micras y se afiadi6
acetonitrilo hasta una concentracion final del 2-10%. La proteina replegada se someti6 a cromatografia en una columna
de fase inversa Poros R1/H utilizando un tamp6n mévil de TFA al 0,1% con elucién con un gradiente de acetonitrilo
del 10 al 80%. Las alicuotas de fracciones con una absorbancia A280 se analizaron en geles de SDS poliacrilamida
y se agruparon las fracciones que contenian proteina replegada homogénea. Generalmente, las muestras replegadas
correctamente de la mayoria de las proteinas se eluyen a las concentraciones mds bajas de acetronitrilo, ya que esas
especies son las mas compactas con sus interiores hidrofébicos protegidos de la interaccién con la resina de fase
inversa. Las muestras agregadas se eluyen normalmente a concentraciones de acetonitrilo superiores. Ademds de
resolver las formas desplegadas de proteinas de la manera deseada, la etapa de la fase inversa también elimina la
endotoxina de las muestras.

Las fracciones que contenian la proteina PRO301 plegada deseada, respectivamente, se agruparon y se eliminé el
acetonitrilo utilizando una corriente suave de nitrégeno dirigida a la solucion. Las proteinas se formularon en 20 mM
Hepes, pH 6,8 con 0,14 M de cloruro sédico y manitol al 4% por didlisis o por filtracién en gel utilizando resinas G25
Superfine (Pharmacia) equilibradas en el tamp6n de formulacion y filtradas estériles.
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Ejemplo 14
Expresion de PRO301 en células de mamiferos

Este ejemplo ilustra la preparacién de una forma glicosilada de una PRO301 mediante la expresion recombinante
en células de mamiferos.

El vector pRKS (véase EP 307.247, publicada el 15 de marzo de 1989) se utiliza como vector de expresion.
Opcionalmente, el ADN de PRO301 estd ligado en el pRKS con enzimas de restriccién seleccionadas para permitir
la insercién del ADN de PRO301 utilizando procedimientos de unidn tales como los descritos en Sambrook et. al.,
supra. El vector resultante se denomina pRK5-PRO301, pRK5-PRO362 o pRKS5-PR0O245, respectivamente.

En una realizacidn, las células huésped seleccionadas pueden ser células 293. Las células 293 humanas (ATCC
CCL 1573) se cultivan para unirse en placas de cultivo de tejidos en un medio tal como DMEM suplementado con
suero de ternera fetal y opcionalmente, componentes nutricionales y/o antibidticos. Se mezclan aproximadamente 10
ug de ADN de pRK5-PRO301 con aproximadamente 1 ug de ADN que codifica el gen del ARN de VA [Thimmappaya
et. al., Cell, 31:543 (1982)] y se disuelve en 500 ul de 1 mM de Tris-HCl, 0,1 mM de EDTA, 0,227 M de CaCl,. A
esta mezcla se le aflade, gota a gota, 500 ul de 50 mM de HEPES (pH 7,35), 280 mM de NaCl, 1,5 mM de NaPO,,
y se deja formar un precipitado durante 10 minutos a 25°C. El precipitado se suspende y se afiade a células 293 y se
deja reposar durante aproximadamente cuatro horas a 37°C. El medio de cultivo se aspira y se afiaden 2 ml de glicerol
al 20% en PBS durante 30 segundos. A continuacidn, las células 293 se lavan con medio sin suero, se afiade medio
nuevo y las células se incuban durante aproximadamente 5 dfas.

Aproximadamente 24 horas después de las transfecciones, el medio de cultivo se extrae y se reemplaza por medio
de cultivo (solo) o medio de cultivo que contiene 200 uCi/ml de **S-cisteina y 200 uCi/ml **S- metionina. Tras una
incubacién de 12 horas, se recoge el medio acondicionado, se concentra en un filtro de centrifugacion y se carga en un
gel SDS al 15%. El gel procesado puede secarse y exponerse a una pelicula durante un periodo de tiempo concreto para
revelar la presencia del polipéptido PRO301. Los cultivos que contienen células transfectadas pueden experimentar
una incubacién adicional (en medio sin suero) y el medio se examina en bioensayos concretos.

En una técnica alternativa, se puede introducir ADN de PRO301 en células 293 transitoriamente utilizando el
procedimiento del sulfato de dextrano descrito por Somparyrac et. al., Proc. Natl. Acad. Sci., 12: 1575 (1981). Las
células 293 se desarrollan hasta la mdxima densidad en un frasco giratorio y se afiaden 700 pg de ADN de pRKS-
PRO301. En primer lugar, las células se concentran en el fraco giratorio mediante centrifugacion y se lavan con PBS.
El precipitado de ADN-dextrano es incubado en el residuo de celular durante cuatro horas. Las células se tratan con
glicerol al 20% durante 90 segundos, se lavan con medio de cultivo de tejido, y se reintroducen en el frasco giratorio
que contiene el medio de cultivo de tejidos, S ug/ml de insulina bovina y 0,1 pg/ml de transferrina bovina. Después de
aproximadamente cuatro dias, el medio acondicionado se centrifuga y se filtra para eliminar las células y los debris.
A continuacion, la muestra que contiene el PRO301 expresado se puede concentrar y purificar mediante cualquier
procedimiento seleccionado, tal como la didlisis y/o cromatografia en columna.

En otra realizacién, PRO301 puede expresarse en células CHO. El pRK5-PRO301 puede transfectarse en células
CHO utilizando reactivos conocidos, tales como CaPO, o DEAE-dextrano. Tal y como se ha descrito anteriormente, los
cultivos celulares pueden incubarse, y el medio puede reemplazarse por medio de cultivo (solo) o medio que contiene
un radiomarcador, tal como la **S-metionina. Después de determinar la presencia de un polipéptido PRO301, el medio
de cultivo puede remplazarse por medio sin suero. Preferiblemente, los cultivos se incuban durante aproximadamente 6
dias y, a continuacion, se recoge el medio acondicionado. A continuacién, el medio que contiene el PRO301 expresado
puede concentrarse y purificarse mediante cualquier procedimiento seleccionado.

El PRO301 etiquetado con epitopo puede expresarse también en células CHO huésped. El PRO301 puede sub-
clonarse fuera del vector pRKS. El inserto del subclén puede experimentar PCR para fusionarse en el marco con una
etiqueta de epitopo concreta, tal como una etiqueta de poli-His en un vector de expresién de Baculovirus. El inserto
de PRO301 etiquetado con poli-His puede subclonarse a continuacién en un vector dirigido por SV40 que contiene
un marcador de seleccion, tal como DHFR, para seleccionar clones estables. Finalmente, las células CHO pueden
transfectarse (tal y como se ha descrito anteriormente) con el vector dirigido por SV40. El marcaje puede realizarse,
tal y como se ha descrito anteriormente, para verificar la expresion. El medio de cultivo que contiene el PRO301
etiquetado con poli-His expresado puede a continuacién concentrarse y purificarse mediante cualquier procedimiento
seleccionado, tal como mediante cromatografia de afinidad de quelante-Ni**.

La PRO301 puede expresarse en células CHO mediante un procedimiento de expresién transitorio y estable.

La expresion estable en células CHO se realiza utilizando el siguiente procedimiento. Las protefnas se expresaron
como una construccion IgG (inmunoadhesina), en la que las secuencias codificantes para las formas solubles (por
ejemplo, los dominios extracelulares) de las proteinas respectivas se fusionaron a una secuencia de regién constante
de IgG1 que contenia la bisagra, CH2 y los dominios de CH2 y/o como una forma etiquetada de poli-His.

Tras la amplificacién por PCR, los ADNs respectivos se subclonaron en un vector de expresién de CHO utilizando
técnicas estandar descritas en Ausubel et. al., Current Protocols of Molecular Biology, Unidad 3.16, John Wiley
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and Sons (1997). Los vectores de expresion de CHO se construyen para que tengan sitios de restricciéon 5° y 3’
compatibles del ADN de interés para permitir el traslado adecuado de los de ADNc. El vector utilizado en la expresién
en las células CHO es tal y como se describe en Lucas et. al., Nucl. Acid Res. 24:9 (1774-1779 (1996), y utiliza el
promotor/potenciador temprano de SV40 para dirigir la expresién del ADNc de interés y la dihidrofolato reductasa
(DHFR). La expresién de DHFR permite la seleccion para el mantenimiento estable del plasmido tras la transfeccion.

Se introdujeron doce microgramos del ADN pldsmido deseado en aproximadamente 10 millones de células CHO
utilizando reactivos de transfeccién Superfect® (Qiagen), Dosper® o Fugene® (Boehringer Mannheim) disponibles
comercialmente. Las células se desarrollaron tal y como se describe en Lucas et. al, supra. Aproximadamente se
congelan 3 x 1077 células en una ampolla para un crecimiento y produccién posteriores tal y como se describe a
continuacion.

Las ampollas que contenian el ADN pldsmido se descongelaron mediante un bafio de agua y se mezclaron mediante
centrifugacién. El contenido se pipete6 en un tubo de centrifuga que contenia 10 ml de medio y se centrifugé a 1000
rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se aspird y las células se resuspendieron en 10 ml de medio selectivo (PS20
filtrado a 0,2 um con un 5% de suero bovino fetal dialfiltrado a 0,2 ym). A continuacion, las células se fraccionaron en
un centrifugador de 100 ml que contenia 90 ml del medio selectivo. Después de 1-2 dias, las células se transfirieron a
un centrifugador de 250 ml lleno con 150 ml de medio de cultivo selectivo y se incubaron a 37°C. Después de otros 2-3
dias, se sembraron centrifugadores de 250 ml, 500 ml y 2000 ml con 3 x 10° células/ml. El medio celular se cambi6 por
medio nuevo mediante centrifugacion y resuspension en el medio de produccién. Aunque se puede utilizar cualquier
medio de CHO adecuado, en realidad se utiliz6 un medio de produccién descrito en la patente U.S.A. No. 5.122.469,
concedida el 16 de junio de 1992. Un centrifugador de 3 L de produccién se siembra a 1,2 x 10° células/ml. En el dia
0, se determinaron el pH y el nimero de células. En el dia 1, se tomaron muestras en el centrifugador y se inici6 el
burbujeo con aire filtrado. En el dia 2, se tomaron muestras en el centrifugador, la temperatura se varié hasta 33°C, y
se tomaron 30 ml de glucosa a 500 g/l y 0,6 ml de antiespuma al 10% (por ejemplo, emulsién de polidimetilsiloxano
al 35%, Dow Coming 365 Medical Grade Emulsion). Durante toda la produccion, el pH se ajust6 segiin la necesidad
manteniéndose en valores alrededor de 7,2. Después de 10 dias, o hasta que la viabilidad cayera por debajo del 70%,
el cultivo celular se recogié mediante centrifugacion y se filtré a través de un fiLtro de 0,22 um. El filtrado se guardé
a 4°C o se cargd inmediatamente en columnas para la purificacion.

Para las construcciones etiquetadas de poli-His, las proteinas se purificaron utilizando una columna de Ni**-NTA
(Qiagen). Antes de la purificacion, se afiadié imidazol al medio acondicionado hasta una concentracién de 5 mM. El
medio acondicionado se bombe6 en una columna de 6 ml de Ni**-NTA equilibrada en 20 mM Hepes, pH 7,4, tamp6n
que contenfa 0,3 M de NaCl y 5 mM de imidazol a una velocidad de flujo de 4-5 ml/min. a 4°C. Tras cargarse, la
columna se lavé con un tampén de equilibrio adicional y la proteina se eluyé con el tampdn de equilibrio que contenia
0,25 M de imidazol. La proteina altamente purificada se desalé posteriormente en un tampén de almacenamiento que
contenia 10 mM Hepes, 0,14 M de NaCl y manitol al 4%, pH 6,8, con una columna G25 Superfine (Pharmacia) de 25
ml y se guardé a -80°C.

Las construcciones de inmunoadhesinas (que contienen Fc) se purificaron a partir del medio acondicionado tal y
como se indica a continuacion. El medio acondicionado se bombed a una columna de Proteina A (Pharmacia) de 5
ml que habia sido equilibrada en un tampén de 20 mM de fosfato sédico, pH 6,8. Después de cargarse, la columna
se lavé ampliamente con tampon de equilibrio antes de la elucién con 100 mM de 4cido citrico, pH 3,5. La proteina
eluida se neutralizé inmediatamente recogiendo fracciones de 1 ml en tubos que contenian 275 ul. de tampén de Tris
1 M, pH 9. La proteina altamente purificada se desal6 posteriormente en un tampén de almacenamiento, tal como se
ha descrito anteriormente para las proteinas etiquetadas con poli-His. La homogeneidad se calculé mediante geles de
SDS poliacrilamida y mediante la secuenciacion de los aminodcidos N-terminales por degradacién Edman.

PRO301 también se produjo mediante la expresion transitoria en células COS.
Ejemplo 15
Expresion de PRO301 en levadura
El siguiente procedimiento describe la expresién recombinante de PRO301 en levadura.

En primer lugar, los vectores de expresion de levadura se construyen para la produccion o secreciéon intracelular
de PRO301 a partir del promotor ADH2/GAPDH. ElI ADN que codifica PRO301, un péptido sefial seleccionado y
el promotor se insertan en los sitios para enzimas de restriccién adecuados en el plasmido seleccionado para dirigir
la expresién intracelular de PRO301. Para la secrecién, el ADN que codifica PRO301 puede clonarse en el pldsmido
seleccionado, junto con el ADN que codifica el promotor ADH2/GAPDH, la secuencia sefial/lider secretora del factor
alfa de la levadura, y secuencias enlazadoras (si se necesitan) para la expresiéon de PRO301.

Las células de levadura, tales como la cepa AB110 de la levadura, pueden a continuacién transformarse con los
plasmidos de expresion descritos anteriormente y cultivarse en medios de fermentacion seleccionados. Los sobrena-
dantes de levadura transformados pueden analizarse mediante precipitacion con acido tricloroacético al 10% y una
separacion mediante SDS-PAGE, seguido de la tincion de los geles con azul de Coomassie.
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El PRO301 recombinante puede aislarse posteriormente y purificarse mediante la extraccién de las células de
levadura del medio de fermentacidn por centrifugacion y, a continuacion, la concentracién del medio utilizando filtros
de cartucho especificos. El concentrado que contiene PRO301 puede purificarse adicionalmente utilizando resinas de
cromatografia en columna concretas.

Ejemplo 16
Expresion de PRO301 en células de insectos infectadas de Baculovirus

El siguiente procedimiento describe la expresién recombinante de PRO301 en células de insectos infectadas de
Baculovirus.

El PRO301 se fusiona en direccién 5° a una etiqueta epitopo contenida en un vector de expresién de baculovi-
rus. Dichas etiquetas epitopo incluyen etiquetas de poli-His y etiquetas de inmunoglobulina (como las regiones Fc
de IgG). Puede utilizarse una variedad de plasmidos, incluyendo pldsmidos derivados de los plasmidos disponibles
comercialmente, tales como pVL1393 (Novagen). Brevemente, el PRO301 o la parte deseada de PRO301 (tal como
la secuencia que codifica el dominio extracelular de una proteina transmembrana) se amplifican mediante PCR con
cebadores complementarios a las regiones 5’ y 3’. El cebador 5° puede incorporar sitios para enzimas de restriccién
flanqueantes (seleccionados). El producto se digiere a continuacién con las enzimas de restriccion seleccionadas y se
subclona en el vector de expresion.

El baculovirus recombinante se genera mediante la cotransfeccién del pldsmido anterior y el ADN del virus
BaculoGold™ (Pharmingen) en células de Spodoptera frugiperda (“Sf9”) (ATCC CRL 1711) utilizando lipofecti-
na (disponible comercialmente de GIBCO-BRL). Después de 4-5 dias de incubacién a 28°C, los virus liberados se
recogen y se utilizan para amplificaciones adicionales. La infeccién viral y la expresion de la proteina se realizan tal y
como se describe en O’Reilley et. al, Baculovirus expresion vectors: A Laboratory Manual, Oxford: Oxford University
Press (1994).

A continuacién, el PRO301 etiquetado con poli-His expresada puede purificarse, por ejemplo, mediante cromato-
grafia de afinidad de Ni**-quelato tal y como se indica a continuacién. Los extractos se preparan a partir de las células
recombinantes Sf9 infectadas del virus tal y como se ha descrito por Rupert et. al, Nature, 362: 175-179 (1993). Breve-
mente, las células Sf9 se lavan, se resuspenden en el tampdn de sonicacién (25 ml Hepes, pH 7,9; 12,5 mM de MgCl,;
0,1 mM de EDTA,; glicerol al 10%; NP-40 al 0,1%; 0,4 M de KCI), y se sonican dos veces durante 20 segundos en
hielo. Los sonicados se aclaran por centrifugacion, y el sobrenadante se diluye 50 veces en el tampdn de carga (50
mM de fosfato, 300 mM de NacCl, glicerol al 10%, pH 7,8) y se filtra a través de un filtro de 0,45 um. Se prepara una
columna de agarosa Ni**-NTA (comercialmente disponible de Qiagen) con un volumen de lecho de 5 ml, se lava con
25 ml de aguay se equilibra con 25 ml del tampdn de carga. El extracto celular filtrado se carga en la columna a 0,5 ml
por minuto. La columna se lava hasta la linea base a A,g, con el tampén de carga, en cuyo punto se inicia la recogida
de la fracciéon. A continuacién, la columna se lava con un tampén de lavado secundario (50 mM fosfato: 300 mM
de NaCl, glicerol al 10%, pH 6,0), que eluye las proteinas unidas no especificamente. Después de alcanzar la linea
base a A,y de nuevo, la columna se desarrolla con un gradiente de 0 a 500 mM de imidazol en el tamp6n de lavado
secundario. Se recogen fracciones de un ml y se analizan mediante SDS-PAGE y tincién con plata o transferencia
Western con Ni2*-NTA conjugado a fosfatasa alcalina (Qiagen). Las fracciones que contienen PRO301 etiquetada con
His,, eluido se agrupan y se dializan contra el tamp6n de carga.

Alternativamente, la purificacién de la PRO301 etiquetada con IgG (o con Fc) puede realizarse usando técnicas de
cromatograffa conocidas, incluyendo, por ejemplo, cromatografia en columna con Proteina A o proteina G.

Los PRO301 se expresaron en células de insectos Sf9 infectadas de baculovirus. Aunque la expresion se realizd
en realidad en una escala de 0,5-2 L, se puede aumentar ficilmente la escala para preparaciones mas grandes (por
ejemplo, 8 L). Las proteinas se expresaron como una construccién de IgG (inmunoadhesina), en la que la regién
extracelular de las proteinas se fusioné a una secuencia de regién constante de IgG1 que contiene la bisagra, dominios
CH2 y CH3 y/o formas etiquetadas con poli-His.

Tras la amplificacién por PCR, las secuencias codificantes respectivas se subclonaron en un vector de expresion
de baculovirus (pb.PH.IgG para fusiones de IgG y pb.PH.His.c para proteinas etiquetadas con poli-His) y el vector y
el ADN de baculovirus Baculogold® (Pharmingen) se cotransfectaron en células Spodoptera frugiperdo (Sf9) 105
(ATCC CRL 1711), utilizando Lipofectina (Gibco BRL). pb.PH.IgG y pb.PH.His son modificaciones del vector de ex-
presion de baculovirus disponible comercialmente pVL1393 (Phanningen), con regiones polienlazadoras modificadas
que incluyen las secuencias etiqueta His o Fc. Las células se desarrollaron en medio TNM-FH de Hink suplementado
con FBS al 10% (Hyclone). Las células se incubaron durante 5 dias a 28°C. El sobrenadante se recogid y posterior-
mente se utilizé para la primera amplificacién viral mediante la infeccién de células Sf9 en medio TNM-FH de Hink
suplementado con FBS al 10% en una multiplicidad de infeccién aproximada (MOI) de 10. Las células se incubaron
durante 3 dias a 28°C. El sobrenadante se recogié y la expresion de las construcciones en el vector de expresién de
baculovirus se determiné mediante la unién por lotes de 1 ml de sobrenadante con 25 ml de granulos de Ni-NTA (Qia-
gen) para proteinas etiquetadas con histidina o granulos de Proteina-A Sefarosa CL-4B (Pharmacia) para proteinas
etiquetadas con IgG seguido de andlisis SDS-PAGE en comparacién con una concentracién conocida de patrén de
proteina mediante tincién con azul de Coomassie.
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El sobrenadante de la primer amplificacién viral se utilizé para infectar una cultivo celular con agitacién (500
ml) de células Sf9 desarrolladas en medio ESF-921 (Expression Systems LLC) con una MOI aproximada de 0,1. Las
células se incubaron durante 3 dias a 28°C. El sobrenadante se recogi6 y se filtrd. Se repitieron la unién por lotes del
cultivo celular con agitacién y el andlisis SDS-PAGE, segtin sea necesario, hasta que se confirmé la expresion del
cultivo celular con agitacion.

El medio acondicionado de las células transfectadas (0,5 a 3 L) se recogié mediante centrifugacién para extraer las
células y se filtré mediante filtros de 0,22 micras. Para las construcciones etiquetadas con poli-His, las construcciones
de proteinas se purificaron utilizando una columna Ni-NTA (Qiagen). Antes de la purificacién, se afiadié imidazol al
medio acondicionado hasta una concentraciéon de 5 mM. El medio acondicionado se bombe6 en una columna de Ni-
NTA de 6 ml equilibrada en 20 mM de Hepes, pH 7,4, tamp6n que contenia 0,3 M de NaCl y S mM de imidazol a una
velocidad de flujo de 4-5 ml/min a 4°C. Después de la carga, la columna se lavé con tampén de equilibrio adicional
y la proteina se eluy6 con tamp6n de equilibrio que contenia 0,25 M de imidazol. La proteina altamente purificada se
desalé6 posteriormente en un tampén de almacenamiento que contenia 10 mM de Hepes, 0,14 M de NaCl y manitol al
4%, pH 6,8, con una columna G25 Superfine (Pharmacia) de 25 ml y se almacen6 a -80°C.

Las construcciones de proteinas con inmunoadhesina (que contenian Fc) se purificaron del medio acondicionado
tal y como se indica a continuacién. El medio acondicionado se bombed en una columna de Proteina A de 5 ml
(Pharmacia) que se habia equilibrado en 20 mM de tampén fosfato sédico, pH 6,8. Después de la carga, la columna se
lavé extensamente con tampén de equilibrio antes de la elucién con 4cido citrico 100 mM, pH 3,5. La proteina eluida
se neutralizé inmediatamente mediante la recoleccién de fracciones de 1 ml en tubos que contenian 275 ml de tampdn
Tris 1 M, pH 9. La proteina altamente purificada se desal posteriormente en un tampoén de almacenamiento tal y
como se ha descrito anteriormente para las proteinas etiquetadas con poli-His. La homogeneidad de las proteinas se
verificé mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PEG) SDS y la secuenciacién de aminoédcidos N-terminales
mediante la degradacién de Edman.

Los PRO301 también se expresaron en células High-5 infectadas de baculovirus utilizando un procedimiento
andlogo. Las células High-5 se desarrollaron hasta una confluencia del 50% a 27°C, sin CO,, sin penicilina ni estrep-
tomicina. Para cada placa de 150 mm, se mezclaron 30 ug de vector basado en PIE que contenia PRO301 con 1 ml
de medio Ex-Cell (Medio: Ex-Cell 401, 1/100 L-Glu JRH Biosciences, # 14401-78P, nota: el medio es sensible a la
Iuz), y en un tubo separado, 100 ul de Cell Fectin (GibcoBRL # 10362-010) se mezclaron con 1 ml de medio Ec-Cell.
Los vectores pIE1-1 y pIE1-2 se disefian para la expresion constitutiva de proteinas recombinantes del promotor iel
del baculovirus en las células de insectos transformadas de forma estable (Cartier J. L, et al., J. Virol. 68, 7728-7737)
(1994). Los plasmidos sélo difieren en la orientacién de los multiples sitios de clonacién y contienen todas las secuen-
cias de promotor que se sabe que son importantes para la expresion génica mediada por iel en células de insectos no
infectadas, asi como el elemento potenciador hr5, pIEI-1 y pIEI-2 incluyen el sitio de iniciacién de la traduccion iel y
se pueden utilizar para producir proteinas de fusion.

Las dos soluciones se combinaron y se dejaron incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se afiadieron
8 ml de medio Ex-Cell a los 2 ml de la mezcla ADN/CellFectin y se pusieron en capas sobre las células High-5
lavadas previamente con medio Ex-Cell. La placa se incub6 en la oscuridad durante 1 hora a temperatura ambiente. La
mezcla ADN/CellFectin se aspiré y las células se lavaron una vez con Ex-Cell para eliminar el exceso de Cellfectin.
Se afiadié medio nuevo Ex-Cell (30 ml) y las células se incubaron durante 3 dias a 28°C. El sobrenadante se recogié y
se determino la expresiéon de PRO301 mediante la unién por lotes de forma similar a la descrita para las células Sf9.

Ejemplo 17
Preparacion de anticuerpos que se unen a PRO301
Este ejemplo ilustra la preparacion de anticuerpos monoclonales que pueden unirse especificamente a PRO301.

Las técnicas para producir los anticuerpos monoclonales son conocidas en el sector y estdn descritas, por ejem-
plo, en Goding, supra. Entre los inmunogenes que se pueden utilizar se incluyen PRO301 purificado, proteinas de
fusién que contienen PRO301, y células que expresan PRO301 recombinante en la superficie celular. La seleccion del
inmunogén puede realizarse por el técnico en la materia sin una gran experimentacion.

Los ratones, tales como Balb/c, se inmunizan con el inmunogén de PRO301 emulsionado en adyuvante completo
de Freund y se les inyecta subcutdneamente o intraperitonealmente en una cantidad de 1-100 microgramos. Alterna-
tivamente, el inmunogén se emulsiona en el adyuvante MPL-TDM (Ribi Immunochemical Research, Hamilton, MT)
y se inyecta en las bases de las patas traseras del animal. A continuacién, los ratones inmunizados se refuerzan 10 a
12 dias después con inmunogén adicional emulsionado en el adyuvante seleccionado. A continuacién, durante varias
semanas, los ratones también se pueden reforzar con inyecciones de inmunizacién adicionales. Las muestras de suero
se pueden obtener periddicamente de los ratones mediante muestras de sangre retro-orbitales para ser analizadas en
ensayos ELISA para detectar anticuerpos de PRO301.

Después de detectar un titulo de anticuerpo adecuado, a los animales “positivos” para anticuerpos se les puede
inyectar una inyeccién intravenosa final de PRO301. De tres a cuatro dias mds tarde, los ratones se sacrifican y se
recogen las células del bazo. A continuacidn, las células del bazo se fusionan (usando polietilenglicol al 35%) a una
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linea celular de mieloma murino seleccionado, tal como la P3X63AgU.1, disponible de ATCC, No. CRL 1597. Las
fusiones generan células de hibridoma que se pueden colocar a continuacién en placas de cultivo de tejido de 96
pocillos que contienen un medio HAT (hipoxantina, aminopterina y timidina) para inhibir la proliferacién de células
no fusionadas, hibridos de mieloma e hibridos de células de bazo.

Las células de hibridomas se cribardn en un ELISA para la reactividad contra PRO301. La determinacién de células
de hibridoma “positivas” que secretan los anticuerpos monoclonales deseados contra PRO301 esta dentro de la técnica.

Las células de hibridoma positivas se pueden inyectar intraperitonialmente en ratones singeneicos Balb/c para
producir ascitos que contienen los anticuerpos monoclonales anti-PRO301. Alternativamente, las células de hibrido-
ma pueden desarrollarse en matraces o botellas en rodillo de cultivos de tejidos. La purificacién de los anticuerpos
monoclonales producidos en los ascitos se puede realizar usando precipitacién con sulfato de amonio, seguido por
cromatografia de exclusioén en gel. Alternativamente, puede usarse la cromatografia por afinidad basada en la unién
del anticuerpo a la proteina A o la proteina G.

Depdsito de material

Los siguientes materiales se han depositado con la American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive,
Rockville, MS, USA (ATCC):

Material ATCC Dep. Fecha del depésito
No.
plasmido DNA40628-1216 209432 7 de noviembre de
basado en pRKS 1997
DNA45416-1251 2089620 5 de febrero de
1998
DNA35638-1141 209265 16 de septiembre
de 1997

Estos depésitos se realizaron segun lo estipulado en el Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional
del Depésito de Microorganismos a los fines del Procedimiento en Materia de Patentes y el Reglamento bajo el mismo
(Tratado de Budapest). Esto asegura el mantenimiento de un cultivo viable del depdsito durante 30 afios a partir de la
fecha del depdsito. Los depdsitos estaran disponibles mediante la ATCC segun los términos del Tratado de Budapest,
y estdn sujetos a un acuerdo entre Genentech, Inc. y ATCC, que asegura la disponibilidad permanente y sin restriccién
de la progenie del cultivo del depésito al uso publico tras la publicacién de la respectiva patente estadounidense o
tras ponerse abierta a la inspeccién publica de cualquier solicitud de patente estadounidense o extranjera, la que sea
primera, y asegura la disponibilidad de la progenie para alquien determinado por la U.S. Commissioner of Patents and
Trademarks para tener el derecho a la misma de acuerdo con 35 USC § 122 y las normas de la Commissioner segtin
las mismas (incluyendo 37 CFER § 1.14 con referencia concreta a 886 OG 638).

El cesionario de la presente solicitud ha acordado que si un cultivo de los materiales en el depdsito muriera o
se perdiera o se destruyera cuando se cultiva en las condiciones adecuadas, los materiales serdn inmediatamente
reemplazados en una notificacién por otros iguales. La disponibilidad del material depositado no se interpreta como
una licencia para realizar la invencién contraviniendo los derechos concedidos bajo la autoridad de cualquier gobierno
de acuerdo con sus leyes de patente.

La memoria escrita anterior se considera que es suficiente para permitir a un experto en la materia realizar la
invencién. La presente invencién no se limita en su alcance por la construccidon depositada, ya que la realizacién
depositada pretende ser una ilustracién individual de ciertos aspectos de la presente invencion y otras construcciones
que son funcionalmente equivalentes estdn dentro del alcance de la presente invencién tal y como se define en las
reivindicaciones. El depdsito del material de la presente invencion no constituye una admisién de que la descripcién
escrita contenida en la presente invencion sea inadecuada para permitir la practica de cualquier aspecto de la invencion,
incluyendo el modo éptimo de la misma, ni se interpreta como limitante del alcance de las reivindicaciones a las
ilustraciones especificas que representa. De hecho, las diversas modificaciones ademads de las mostradas y descritas en
la presente invencidn serdn evidentes para los expertos en la materia a partir de la descripcion anterior y caen dentro
del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Composicién farmacéutica que comprende:

(a) un polipéptido PRO301 que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en la figura 2 (SEC ID No. 1)
con su péptido sefial asociado,

(b) un polipéptido PRO301 que comprende la secuencia de aminodcidos mostrada en la figura 2 (SEC ID No. 1)
que carece de su péptido sefal asociado,

(c) un polipéptido de dominio extracelular de un polipéptido PRO301 mostrado en la figura 2 (SEC ID No. 1),

(d) un agonista de (a), en el que dicho agonista es un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido de (a)
0 un anticuerpo anti-idiotipico,

(e) un antagonista de (a), en el que dicho antagonista es un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido
de (a), o

(f) un antagonista de (a) en el que dicho antagonista es un 4cido nucleico antisentido, oligonucleétido de triple
hélice o un ribozima dirigido a una molécula de dcido nucleico que codifica un polipéptido PRO301 (SEC ID No. 1);

en una mezcla con un portador farmacéuticamente aceptable,

en la que dicho agonista mimetiza una actividad biolégica de (a) seleccionada entre (i) y (ii) siguientes, o en la que
dicho antagonista bloquea, inhibe o neutraliza parcial o totalmente una actividad biolégica de (a) seleccionada entre
(1) y (ii) siguientes:

(1) la actividad estimuladora en el ensayo de reaccion linfocitaria mixta (MLR);
(ii) la estimulacién de infiltrados de células inflamatorias en piel de cobaya.

2. Composicién farmacéutica segin la reivindicacién 1, en la que la cantidad de dicho polipéptido o dicho agonista
o dicho antagonista del mismo es una cantidad terapéuticamente eficaz.

3. Composicion farmacéutica segun la reivindicacién 1, en la que dicho polipéptido o dicho agonista del mismo es
util en un método para el tratamiento del cancer en un mamifero.

4. Composicion farmacéutica segin la reivindicacién 1, en la que dicho polipéptido o dicho agonista del mismo es
util en un método para inhibir el crecimiento de células endoteliales en un mamifero.

5. Composicién farmacéutica segun la reivindicacidn 1, en la que dicho polipéptido o dicho agonista del mismo es
util en un método para inhibir el crecimiento de células tumorales en un mamifero.

6. Composicion farmacéutica segiin la reivindicacion 1, en la que dicho polipéptido o dicho agonista del mismo es
util para potenciar la respuesta inmune en un mamifero.

7. Composicién farmacéutica segin la reivindicacién 1, en la que dicho antagonista es ttil en un método para tratar
una enfermedad inflamatoria en un mamifero.

8. Composicion farmacéutica seguin la reivindicacion 7, en la que dicha enfermedad inflamatoria se selecciona del
grupo que consiste en: enfermedad inflamatoria del intestino; lupus eritematoso sistémico; artritis reumatoide; artritis
crénica juvenil; espondiloartropatias; esclerosis sistémica; miopatias inflamatorias idiopdticas; sindrome de Sjorgen;
vasculitis sistémica; sarcoidosis; anemia hemolitica autoinmune; trombocitopenia autoinmune; tiroiditis; diabetes me-
llitus; enfermedad renal mediada por el sistema inmune; enfermedades desmielinizantes del sistema nervioso central;
enfermedades desmielinizantes del sistema nervioso periférico; enfermedades hepatobiliares; hepatitis cronica activa
autoinmune; cirrosis biliar primaria; hepatitis granulomatosa; conlangitis esclerosante; enfermedades inflamatorias del
pulmoén; enfermedades fibréticas del pulmén; enteropatia sensible al gluten; enfermedad de Whipple; enfermedades
de la piel de origen autoinmune; enfermedades alérgicas del pulmén; y enfermedades asociadas a trasplantes.

9. Anticuerpo aislado segtin se define en la reivindicacién 1, parte (d) o (parte (e).
10. Anticuerpo aislado segtn la reivindicacién 9, que es un anticuerpo monoclonal.

11. Anticuerpo aislado segtin la reivindicaicén 10, que contiene residuos de la regién determinante de complemen-
tariedad no humana y residuos de la regién armaz6én humana.

12. Anticuerpo aislado segtn la reivindicacién 9, que estd marcado y/o inmovilizado en un soporte sélido.
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13. Anticuerpo aislado segun la reivindicacién 9, que es un fragmento de anticuerpo o un anticuerpo de cadena
Unica.

14. Anticuerpo aislado segun la reivindicacién 9, en el que dicho anticuerpo se encuentra en una mezcla con un
portador farmacéuticamente aceptable.

15. Anticuerpo agonista segiin cualquiera de las reivindicacién 9 a 14 para su uso en un método de tratamiento
médico de un mamifero.

16. Anticuerpo agonista segtin la reivindicacidn 15, en el que dicho tratamiento médico es el tratamiento del cancer.

17. Anticuerpo agonista segtn la reivindicacién 15, en el que dicho tratamiento médico es la inhibicién del creci-
miento de células endoteliales.

18. Anticuerpo agonista segun la reivindicacion 15, en el que dicho tratamiento médico es la inhibicién del creci-
miento de células tumorales.

19. Anticuerpo agonista segtin la reivindicacién 15, en el que dicho tratamiento médico es el potenciamiento de la
respuesta inmune.

20. Antagonista de un polipéptido PRO301 para su uso en un método de tratamiento médico de un mamifero, en
el que dicho antagonista es un anticuerpo antagonista segtin se define en cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14 o un
acido nucleico antisentido, oligonucleétido de triple hélice o un ribozima segin se define en la reivindicacion 1, parte

(®).

21. Antagonsita segtn la reivindicacién 20, en el que el método del tratamiento médico es un método para el
tratamiento de una enfermedad inflamatoria.

22. Antagonista segun la reivindicacion 21, en el que dicha enfermedad inflamatoria se selecciona del grupo que
consiste en: enfermedad inflamatoria del intestino; lupus eritematoso sistémico; artritis reumatoide; artritis cronica
juvenil; espondiloartropatias; esclerosis sistémica; miopatias inflamatorias idiopaticas; sindrome de Sjorgen; vascu-
litis sistémica; sarcoidosis; anemia hemolitica autoinmune; trombocitopenia autoinmune; tiroiditis; diabetes melli-
tus; enfermedad renal mediada por el sistema inmune; enfermedades desmielinizantes del sistema nervioso central;
enfermedades desmielinizantes del sistema nervioso periférico; enfermedades hepatobiliares; hepatitis crénica activa
autoinmune; cirrosis biliar primaria; hepatitis granulomatosa; conlangitis esclerosante; enfermedades inflamatorias del
pulmén; enfermedades fibréticas del pulmoén; enteropatia sensible al gluten; enfermedad de Whipple; enfermedades
de la piel de origen autoinmune; enfermedades alérgicas del pulmon; y enfermedades asociadas a trasplantes.

23. Uso de un polipéptido segun se define en la reivindicacion 1, en la fabricacién de un medicamento para el
potenciamiento de la respuesta inmune en un mamifero.

24. Uso de un polipéptido segin se define en la reivindicacion 1, en la fabricacién de un medicamento para la
inhibicion del crecimiento de células tumorales en un mamifero, en el que dicho polipéptido es citotdxico o citoestitico
a dichas células tumorales.

25. Uso de un anticuerpo agonista segiin se define en cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, en la fabricacién
de un medicamento para el tratamiento del cdncer en un mamifero.

26. Uso de un anticuerpo agonista segtin se define en cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, en la fabricacién
de un medicamento para la inhibicion del crecimiento de células endoteliales en un mamifero.

27. Uso de un anticuerpo agonista segtin se define en cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, en la fabricacién
de un medicamento para la inhibicién del crecimiento de células tumorales en un mamifero.

28. Uso de un anticuerpo agonista segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, en la fabricacién
de un medicamento para el potenciamiento de la respuesta inmune en un mamifero.

29. Uso de un antagonista de un polipéptido PRO301 en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de
una enfermedad inflamatoria en un mamifero, en el que dicho antagonista es segiin se define en la reivindicacién 20.

30. Uso segtin la reivindicacién 29, en el que dicha enfermedad inflamatoria se selecciona del grupo que consis-
te en: enfermedad inflamatoria del intestino; lupus eritematoso sistémico; artritis reumatoide; artritis crénica juvenil;
espondiloartropatias; esclerosis sistémica; miopatias inflamatorias idiopdticas; sindrome de Sjorgen; vasculitis sisté-
mica; sarcoidosis; anemia hemolitica autoinmune; trombocitopenia autoinmune; tiroiditis; diabetes mellitus; enferme-
dad renal mediada por el sistema inmune; enfermedades desmielinizantes del sistema nervioso central; enfermedades
desmielinizantes del sistema nervioso periférico; enfermedades hepatobiliares; hepatitis crénica activa autoinmune;
cirrosis biliar primaria; hepatitis granulomatosa; conlangitis esclerosante; enfermedades inflamatorias del pulmon; en-
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fermedades fibréticas del pulmon; enteropatia sensible al gluten; enfermedad de Whipple; enfermedades de la piel de
origen autoinmune; enfermedades alérgicas del pulmén; y enfermedades asociadas a trasplantes.

31. Método de diagndstico de una enfermedad inflamatoria en un mamifero, que comprende detectar el nivel de
expresion de un gen que codifica un polipéptido PRO301 (SEC ID No. 1) (a) en una muestra de prueba de células de
tejido obtenidas de dicho mamifero, y (b) en una muestra de control de células de tejido normal conocidas del mismo
tipo de célula, donde un nivel de expresion mas elevado en la muestra de prueba en comparacion con la muestra normal
es indicativo de la presencia de dicha enfermedad inflamatoria en dicho mamifero.

32. Método de diagndstico de una enfermedad inflamatoria en un mamifero, que comprende:

(a) poner en contacto un anticuerpo anti-PRO301 que se une especificamente a un polipéptido PRO301 (SEC ID
No. 1) con una muestra de prueba de células de tejido obtenidas de dicho mamifero, y

(b) detectar la formacién de un complejo entre dicho anticuerpo y un polipéptido PRO301, donde la formacién de
dicho complejo es indicativa de la presencia de dicha enfermedad inflamatoria en dicho mamifero.
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DNA35936
CTTCTTGCCA
GGACATACAC
GTCAAGGTCA
CATCCCCTCC
AACAAGATGG
GTGATGCCTA
TGTCCTGAAT
CTGATACTGG

consenO1l
TCTCAGTCCC
CCTTCGGCGG
GCGCAAGCTC
TGTGCTCCCT
AGTCAGAATT
GCTTTTCTTC
AGACTCGTTT
GACCTTCTTG
CTGGGACATA
GAGGTCAAGG
TAACATCCCC
CAGAACAAGA
ATAGTGATGC
CTATGTCCTG
CCTCTGATAC

(SEQ ID
ACTGGTATCA
TTGTATGGTC
AGCTCATCGT
TCTGCCACCA
TTCCCCACCT
CGAATCCCAA
CCCACAACAG
AGAATACAGC

(SEQ ID NO:

CTCGCTGTAG
CTGTTGTGCT
GAGAGGAAAC
GGCATTGGGC
CCTGAGAATA
TCCCCGTGTG
GCTATAATAA
CCAACTGGTA
CACTTGTATG
TCAAGCTCAT
TCCTCTGCCA
TGGTTCCCCA
CTACGAATCC
AATCCCACAA
TGGAGAATAC

ES 2316175 T3

NO: 3)

CCTTCAAGTC
TCTGAGGAAG
GCTTGTGCCT
TTGGGAACCG
TCTGAATACA
AAGCACCCGT
GAGAGCTGGT

TGTGAGGCAC

Figura

4)

TCGCGGAGCT-

CAGGTGCGCC
TGTTGTGCCT
AGTGTTACAG
ATCCTGTGAA
GAGTGGAAGT
CAAGATCACA
TCACCTTCAA
GTCTCTGAGG
GTGCTTGTG
CCATTGGGAA
CCTTCTGAAT
CAAAAGCACC
CAGGAGAGCT
AGCTGT 726

Figura

65

CGTGACACGG
GCGGCAACAG
CCATCCAAGC
GGCAGTGCTG
CCTGGTTCAA
GCCTTCAGCA
CTTTGATCCC
GGAATGGGTA

4A

GTGTTCTGTT
TGATCGCGAT
CTTCATATTG
TTGCACTCTT
GTTGTCCTGT
TTGACCAAGG
GCTTCCTATG
GTCCGTGACA
AAGGCGGCAA
CCTCCATCCA
CCGGGCAGTG
ACACCTGGTT
CGTGCCTTCA
GGTCTTTGAT

4B

GAAGACACTG
CTATGGGGAG
CTACAGTTAA
ACATGCTCAG
AGATGGGATA
ACTCTTCCTA
CTGTCAGCCT
390

TCCCAGGAGT
GGGGACAAAG
GCGATCCTGT
CTGAACCTGA
GCCTACTCGG
AGACACCACC
AGGACCGGGT
CGGGAAGACA
CAGCTATGGG
AGCCTACAGT
CTGACATGCT
CAAAGATGGG
GCAACTCTTC
CCCCTGTCAG

100
150
200
250
300
350

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700



consen02 (SEQ ID NO:5)

GCAGGCAAAG
ATGTATCCCT
ACGTGTGAAG
TAAGATTACT
TGACAACTGG
AGCCTTCAAT
ATAAGCAACA
TACCTTACTC
GCACTGCCAA
TTTGTGGTCA
TACAACCATG
GGGACTGGAC
CCAGGAAAGA
CTGTATGGTG
CCCAACAAGA
AACGACTCTG
CAGTGATGAG
CCCTGCATAG
CGCCCGCCTG
AGGGCAAAAG
ATAATTGCCT
CTCTCTTCCT
GGGAGTCACT
CAGCTGCTGG
CTGGTACTCC
TTGGTCATCA
AAGACCCGAG
CAGGATCATT
TATTTCACAG
TCTGACTCTC
AAA 1503

TACCAGGGCC
CCAATTGAGC
TCACCTGGCA
GAGCTCCGTG
CAGCGGTTAT
GCCAGGGTTC
GACTAATAAC
TTCAAGCCTG
GGGCCAGGTT
AAGACTCCTC
ACATACCCCT
CACTGACATG
GCCTGCCTGT
GTTTTTACCA
GCATGTCTAC
GAGAAACCAT
CCAACTTCCC
GACAGGAGTA
CTGGACACAG
TGTCTGTTAA
AGTCAGTCCT
GGATAGCCCA
GGCTTTGCCC
ATTTGGCTCT
TCTCTAAATA
TGCCTACAGA
GGGAGGCTCA
TCTCTTTCTT
GCCAGGGTTC
TCCTGGTGCT

ES 2316175 T3

FIGURA 4C

GCCTGCATGT
ACCCTGGAGA
GACTCCTGAT
TCCAGAAACT
GGCTTCACGG
GGGGTTCTCC
CAGGGAACCC
CGGTGATAGC
GGCTCTGAGC
AAAGCTACTC
TGAAAGCAAC
GATGGCTACC
CTTTGCCATC
TGGCCTATAT
GAAGCAGCCA
GAGGGTGGCC
AGAATCTGGG
CCAGATCATC
TTCCTCTGGA
AAATGCCCCA
TGCCTTCTGC
AAGTGTCCGC
TGGAATTTGC
GGGCCCTTCT
CCAGAGGGAA
CACTATTCAA
GCTCTGCCAG
CAGGGCCAGA
AGTTCTGCTC
CAATAAATAT

66

GAGCCACAAG
TGGATGACCG
GGCAACCAAG
CTCTGTCTCC
TGCCCCAGGG
TCCCATCAGT
ATCAAAGTAG
CGACTCAGGC
AGCACAGCGA
AAGACCAAGA
ATCTACAGTG
TTGGAGAGAC
ATCCTCATCA
CATGCTCTGT
GGGCACATGC
ATCTTCGCAA
GCAACAACTA
GCCCAGATCA
TTATGAGTTT
TTAGGCCAGG
ATGGCCTTCT
CTACCAACAC
CAGATGCATC
AGTATCTCTG
GATGCCCATA
CTTTGGCATC
CTCAGAGGAC
CAGCTTTTAA
CTCCACTATA
CTAATCATAA

GTTCCAGGAG
GAGCCACTAC
TCGTGAGAGA
AAGCCCACAG
AATGAGGATT
TATATTTGGT
CAACCCTAAG
TCCTATTTCT
CATTGTGAAG
CTGAGGCACC
AAGCAGTCCT

CAGTGCTGGG

TCTCCTTGTG
CGGAAGACAT
CAGAGAGGCC
GTGGCTGCTC
CTCTGATGAG
ATGGCAACTA
CTGGCCACTG
ATCTGCTGAC
TCCCTGCTAC
TGGAGCCGCT
TCAAGTAAGC
CCGGGGGCTT
GCACTAGGAC
TTGCCACCAG
CAGCTATATC
TTGAAATTGT
AGTCTAATGT
CAGCAAAAAA

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
2950
1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
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FIGURA 5
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FIGURA 6A
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FIGURA 6B
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FIGURA 7
SEQ 1D NO:8

CCCAGAAGTTCAAGGGCCCCCGGCCTCCTGCGCTCCTGCCGCCGGGACCCTCGACCTCCT
CAGAGCAGCCGGCTGCCGCCCCGGGAAGATGGCGAGCAGGAGCCGCCACCGCCTCCTCCT
GCTGCTGCTGCGCTACCTGGTGGTCGCCCTGGGCTATCATAAGGCCTATGGGTTTTCTGE
CCCAAAAGACCAACAAGTAGTCACAGCAGTAGAGTACCAAGAGGCTATTTTAGCCTGCAA
AACCCCAAAGAAGACTGTTTCCTCCAGATTAGAGTGGAAGAAACTGGGTCGGAGTGTCTC
CTTTGTCTACTATCAACAGACTCTTCAAGGTGATTTTAAAAATCGAGCTGAGATGATAGA
TTTCAATATCCGGATCARAAATGTGACAAGAAGTGATGCGGGGAAATATCGTTGTGAAGT
TAGTGCCCCATCTGAGCAAGGCCAAAACCTGGAAGAGGATACAGTCACTCTGGAAGTATT
AGTGGCTCCAGCAGTTCCATCATGTGAAGTACCCTCTTCTGCTCTGAGTGGAACTGTGGT
AGAGCTACGATGTCAAGACAAAGAAGGGAATCCAGCTCCTGAATACACATGGTTTAAGGA
TGGCATCCGTTTGCTAGAAAATCCCAGACTTGGCTCCCAAAGCACCAACAGCTCATACAC
AATGAATACAARAACTGGAACTCTGCAATTTAATACTGTTTCCAAACTGGACACTGGAGA
ATATTCCTGTGAAGCCCGCAATTCTGTTGGATATCGCAGGTGTCCTGGGAAACGAATGCA
AGTAGATGATCTCAACATAAGTGGCATCATAGCAGCCGTAGTAGTTGTGGCCTTAGTGAT
TTCCGTTTGTGGCCTTGGTGTATGCTATGCTCAGAGGAAAGGCTACTTTTCAARAGAAAC
CTCCTTCCAGAAGAGTAATTCTTCATCTARAGCCACGACAATGAGTGAAAATGTGCAGTG
GCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGAAGGCCGCGGCGGGCGGATCACGAGGTCAGGA
GTTCTAGACCAGTCTGGCCAATATGGTGAAACCCCATCTCTACTAAAATACAAAAATTAG
CTGGGCATGGTGGCATGTGCCTGCAGTTCCAGCTGCTTGGGAGACAGGAGAATCACTTGA
ACCCGGGAGGCGGAGGTTGCAGTGAGCTGAGATCACGCCACTGCAGTCCAGCCTGGGTAA
CAGAGCAAGATTCCATCTCAAAAAATAAAATAAATAAATAAATAAATACTGGTTTTTACC
TGTAGAATTCTTACAATAAATATAGCTTGATATTC
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FIGURA 8
OLI2162 (35936.1)
SEQ 1D NO:12
TCGCGGAGCTGTGTTCTGTTTCCC
OLI2163 (35936.p1)
SEQ 1D NO:13

TGATCGCGATGGGGACAAAGGCGCAAGCTCGAGAGGAAACTGTTGTGCCT

OLI2164 (35936.f2)

SEQ ID NO:14

ACACCTGGTTCAAAGATGGG
OLI2165 (35936.r1)
SEQ ID NO:15

TAGGAAGAGTTGCTGAAGGCACGG

OLI12166 (35936.13)
SEQ ID NO:16

TTGCCTTACTCAGGTGCTAC
OLI2167 (35936.r2)

SEQID NO:17

ACTCAGCAGTGGTAGGAAAG

71
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FIGURA 9A
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FIGURA 10A

Marco Valoracién Emparejamiento Pt

precursor de antigeno A33 — Homo sapiens +1 246 81 30

A33_humano - precursor de antigeno A33 - Homo Sapiens (319 aa)
Valoracién = 246 (86,6 bits), Esperado = 2,8¢-19, P = 2,8¢-19
Identidades = 81/268 (30%), Positivos = 131/168 (48%), a 121,17, Marco = +1

DNA40628
SEQ 1D NO:23

A33_human
SEQ 1D NO:24

DNA40628

A33_human

DNA40628

A33_human

DNA40628

A33_human

DNA40628

A33_human
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* ok LA o Lk kkk ok ke RS S
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L 2 R W * P I D I 2 ) * . LA T *
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TSN T T 2 kk ok Kk, *

GVVAALIIIGIIIY---CCCCRGKDDNTEDKEDARPNREAYEEP
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DNA40628
SEQID NO:25

A33 human
SEQ D NO:26

DNA40628

A33_human

DNA40528

A33_human

DNA40628

A33_human

DNA40628

A33_human
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FIGURA 10B

Valoracion = 245 (86,2 bits), Esperado = 3,6e-19, P = 3,6¢-19
Identidades = 83/273 (30%), Positivos = 131/273 (47%), a 112,12, Marco = +1
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FIGURA 11
SEQ 10 NO:9
MARRSRHRLLLLLLRYLVVALGYHKAYGFSAPKDQQVVTAVEYQEAILACKTPKKTVSSR
LEWKKLGRSVSFVYYQQTLQGDFKNRAEMIDFNIRIKNVTRSDAGKYRCEVSAPSEQGQN
LEEDTVTLEVLVAPAVPSCBVPSSALSGTVVELRCQDKEGNPAPEYTWFKDGIRLLENPR
LGSQSTNSSYTMNTKTGTLQFNTVSKLDTGEYSCEARNSVGYRRC?GKRMQVDDLNISGI
IAAVVVVALVISVCGLGVCYAQRKGYFSKETSFQKSNSSSKATTMSENVQWLTPVIPALW

KAAAGGSRGQEF

FIGURA 12
SEQIDNO:E A3 jmmm 1 ae-vo-.e MYGKMWPVYLWILCAVAVTIYOAIS[VETPOOVLIA[ASQGKS 1
SEQ 1D NO:1 40628 3P MGTRAQVERXKLULUCLFILAILRCIS--LALGSYYIVHSSERPEYIRILPENNPVIKH

Al @ PIRITMINT S TISISIRIE G L 1 QWiBIX[L L L T HitJEIRIVIVII WP F § NYNIMGELYIX N S 1
40628 o skiajfrls s rsisjpfr]- - - velw]-Ixjr oo olririrjLivie - - v N s efijrasojrje o TF
A Jam 02 SNNAEQsSOAaS|ithhoaQujr|malolnje v vielc]s LMSOLEGNTXSAIVAR|LfvL ve P
40628 0 - verglirlrxsvirinelolrlorvitleluivsiseca-nsvaevefvchitivrver
Addjren 1@ SXPMECGHEGET thHhOoNN IO TCIOSKEGS PITPOIYISIMKAY NIIIL NQEQP)- -+« «
40628 W SKHIVRIPSSATHAONARAVR TCISEQO{GS PP SEJITIWFKOGUVMPITN[PIXSTRA
A3 bam W - e e e LAaQjriasiclor v L RN tiS[T O T SiG|YiYfrjcir SSINEE|GTIOFC NI TIVIAVRAS
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SEQ ID NO:6 AJI_hm
SEQ ID NO:2 45415

AlJ_lam
45416

Al o
45415

A3 o
45418

A3l o
45418

Al_Ra
454158

A3J_lan
45416
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FIGURA 13
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SEQ ID NO:6 A33_tom
SEQ ID NO:9 35638

A3 _hm
315618

A3
35618

AJi_hnm
35633

Al _hm
15618

A3 am
35639

A _hm
315638

]

3
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16

19.
1

a &

240
il

288
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FIGURA 14
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SEQ 1D NO:10 jam

SEQ ID NO:1 40628

Jam

40628

jam

40628

jan

40623

jam

40628

jam

40628

jam

40628

MG T

MG T
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FIGURA 15
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SEQID NO:10 jan
SEQ ID NO:2 45416

jam
45416

jam
45416

jam
45:16

jas
45416

jaa
45415

janm
45416
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FIGURA 16
CXAGAKLLFRRIFTSNILGISI-IvaGx]Gl- SvYyTaosolvijovirle NES » XRL|T
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FIGURA 17

SEQ ID NO:10 jam 1 NGTEGXAGAKX FiLfrrsmwicasitlvoakiasvyr NES I K

SEQ (0 NO: 9 35638 1 --MARARSRNR LRiLe AYL yvaftfayuikiaYyoFrs vrAv YQEA
jam ut v:ars lva srru (J nsouurvaovnusc Trs
35638 oA rnn'rv nsvu vIrjo QT LOCOFXNRJAENIDFNp]R I K
jam -~l vsuhlrfe vieplskplr i sessivr
38638 DT VIR[EVL VAPIaVIPISCElvP S SiAL S
jam uuv S EHOG[S (] Hoolsu TaDAXKTRAFMINS SIFiTliDPIX
35638 rvvz abx EGIN rxoalu CENPALGSOSTINS S|Y[TIuNTY
jan s foloh]isjo » ursr aala uu seaanfuoavel nvafoifvfaavi
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SEQ ID NO:6 A3 _ham
SEQ ID NO:10 jam

A33_tem
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Al _ha
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Al3_hm
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All_bho
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jam

A33_asm
jam

1
i

43
I

7

133
3

us
183

s

8
28

c s - v NV
WGTEGKA

YR T ST
ULE LA ]

AEQSDAS
A X

ECGIEGET
TISvPSSY

Py
NS

Yivie AVYS
N|VIG VAA

i
i

ES 2316175 T3

KMwWPY
AKLLF

gEcL 1 @
L. VE

100
FSS§

FIGURA

L
Y

FIM AID NG
TIARXIONG

18

WiTf« LCAVAVYTYOA E{T|jPlojloVvLAASQ
(] $MILGSLYQGXS Y{I[AjQ]SOVQVYPFE
OIRILLL TN
Mrvacs
tfrlefclsf sl msoreantxsava
E(YJTICIM EESG-QNYGEVS IH

MGEL
TAP -

i

TIERY
TIT AL

I WPFPFSNKNY
C.--YNSOQ. -

'
T

I1GN
I GN

N1 Q
RAY

L TC
LT<

Qs
SE

KAYN
FXODG

Y S
Y §

Tra
Pse

KE
HOD

GS P
G S P

LNQEQ
SNMLTA

!

VAA
LyrT

LKNISTOTSGYY ICTSSNEE
FTLOPXSGOLIFOPVTAFDS

BBl

STRSEGEFKQTSSFLY

N.ooor ity
QAQRGYGT

e
bl oBlezf)

TQF
EYY[C

Y¢c...cc¢
FGVWFAYS

R GIKOON
R GIY FE -

_?EOLRELSNEREEEDDYROEEORSTORESPDHLDO

82

éx
NE

vipprler
1gffrler
X NlAvis 1slu N
Aolavir rlsts .

LVLYPPSXKP
TivLvePSKP

PLAQPASGO
DAXKTRAFM

Al
€L
Y|E €
Yis Q

SMN. . -
AAHMODA

APNRAREA
PGKXYI



ES 2316175 T3

FIGURA 19
Hibridacién de ADNc de homdélogo de A33 40628 a tejidos

humanos
Tejido Expresién
cerebro completo +
amigdala +
nucleo caudado +
cerebelo -
cértex cerebral +
16bulo frontal +
hipocampo +
bulbo raquideo +
lébulo occipital +
putamen +
sustancia negra +
lébulo temporal +
talamo +
nicleoc accumbeus +
médula espinal -
corazdn ++
aorta +
misculo esquelético +
colon +++
vejiga ++
utero +
préstata +4++
estdédmago +4++
testiculos ++
ovario +++
pancreas ++
glandula pituitaria ++
glandula adrenal ++
glandula tiroides ++
glandula salivar +++
glandula mamaria ++
rifién +++
higado ++
intestino delgado ++
bazo ++
timo ++
leucocito periférico +

nédulo linfatico +

83
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FIGURA 19 (cont)

Tejido Expresién
médula dsea +
apéndice +
pulmédn ++++
traquea ++4++
placenta ++++
cerebro fetal +
corazdédn fetal +
rifién fetal ++
higado fetal +++
bazo fetal +

pulmén fetal ++++

84
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FIGURA 20

ARNm elevado para JAM murina en ratones coliticos CRF2-4

tones naturales
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FIGURA 21

PIN370 se une a la superficie celular de neutréfilos

humanos
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<400> 1

Met

Ile

Val

Val

Glu

Asn

Pro

Gly °

Leu

His

Lys

Trp

Asn

Thr

Tyr

Val

Lys

Ile

Ser

Ser

Phe

Ile

Ile

Cys

Val

Ala
Leu
20

Glu
35

Cys
50

Asp
65

Thr
80

Thr
95

Met
110

ES 2316175 T3

Gln

Pro

Ala

Ala

Phe

val

Leu

Val

Cys

Glu

Tyr

Gly

Ser

Lys

—
-
®

Glu

Ser

Val

Ser

Asp

Tyr

Ser

Glu

vVal

Leu

Arg

Gly

Thr

Glu

vVal

Glu

Leu

Lys
10

Ala
25

Ile
40

Phe
5%

Thr
Asp
85

Thr
100

Gly
115

Val
130

Leu

Leu

Pro

Ser

Arg 1

Arg

Arg

Gly

Pro

Leu

Gly

Glu

Ser

Val

Glu

Asn

Pro

Ser

Asn

Pro

Val

Thr

Ser

Leu

Val

Asn

Arg

Cys

Phe

Thr

Tyr

Lys

Phe
15

Thr
3C

Pro
45

Val
60

Leu
90

Gly
105

Gly
120

138
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Thr

Trp

Arg

Glu

Ser

Ala

Ala

Lys

Arg

<210>2
<211> 321
<212> PRT

<213> Homo sapiens

val

Thr

Phe

Ala &

Leu

Cys

Val

Ile

Gly

Ser

Asn

Val

Glu

Arg

Gliu

Iie

Ser

Ser

Phe

Ala

Met

Leu

Phe

r Ser

Gly

Pro
140

Glu
i55

Gly
i70

185

215

Glu
230
val
245

Ala
260

Ser
275

Glu
290

ES 2316175 T3

Ser Ser 2ia Thr Ile
145
Gln Asp Gly Ser Pro
160
Ile Val Met Pro Thr
175
Ser Ser Tyr Val Leu
190
Pro Leu Ser Ala Ser
205
Asn Gly Tyr Gly Thr
220
Ala Val Giu Arg Asn
235
Thr Leu Ile Leu Leu
250
Tyr Ser Arg Gly His
265
Lys Lys Val Ile Tyr
280
Phe Lys Gln Thr Ser
295

Prec

Asn

Asn

Asp

Pro

Val

Gly

Phe

Ser

Ser

Asn

Ser

Pro

Pro

Thr

Met

Ile

Asp

Gln

Phe 1

Arg

Glu

Lys

Thr

Thr

Val

Leu

Arg

Pro

Ala

Tyr

Ser

Thr

Glu

Ser

Thr

Ser

Val
299

Thr
180

Gly
195

Tyr
210

Asn
225

Val
240
Phe
255

Lys
270

Ala
295



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 2

Met

1

Asp

Gly

Leu

Gly

His

Lys

Gly

Thr

Pro

Gln

Ser

Ile

Val

Tvr

Trp

Leu

T

P

yr

ro

Leu
Arg
20

Gly
35

Thr
50

Val
65

Ala
80

35

ES 2316175 T3

Gly

Pro

Asp

Gln

Thr

Lys

Val

Leu

Ile

Val

Val

Tyr

Ser

Leu

Leu

Asn

Phe

Gin

Leu

Leu

Glu

Leu

Val

Leu

Gly

Gln

Leu
10

Val
25

Pro
40

Lys
55

Arg
70

Arg
85

Leu

100

Gly

Pro

Cys

Trp

Asp

Leu

Ser

His

Glu

Thr

Leu

Ser

His

Thr

Leu

Ser

Tyr

Val

Ser

Val

Thr

Val

Gln

Gly

Ser

Val
i3

Thr
30

Pro
45

Met
105



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2316175 T3

Bsp Asp Arg Ser His Tyr
110

Asp Gly Asn Gln Val Vai
125

Gln Lys Leu Ser Val Ser
140

Tyr Gly Phe Thr Val Pro
155

Gln Ala Arg Gly Ser Pro
170

Gln Thr Asn Asn Gln Glu
185

Leu Leu Zhe Lys Pro Ala
200

Cys Thr Ala Lys Gly Gln

215

Val Lys Phe Val Val Lys
230

Thr Glu AIa Pro Thr Thr
245

Thr Val Lvs Gln Ser Trp
260

-3 Thr Ser Ala
275

Leu Gly

Ala Ile Iie Leu Ile Ile
290

Met Ala Tvr Ile Met Leu
305

Val Tyr Giu Ala Ala Arg
320 321

<210>3
<211> 390
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<221> Secuencia Artificial

Thr

Arg

Lys

Gln

Pro

Pro

Met

Asp

Gly

Ser

Cvs

Cvs

Asp

Pro

Gly

Ile

Ile

Ile

Gly

Ser

Thr

Trp

Pro

Glu

Lys

Met

Ser

Lys

Ala

Ser

Ser

Tyr

Thr

Val
115

Ile
130

Val
145

Arg
160

Tyr
175

Val
190

Asp
205

Glu
220

Lys
235

Pro
250

Thr
265

Lys
280

Cys
295

Thr
310

Thr

Thr

Ile

Ile

Ala

Ser

Gln

Leu

Leu

Asp

Ser

Met

Ser

Trp

Glu

Thr

Ser

Trp

Thr

Gly

His

Leu

Lys

Met

Leu

Val

Leu

Tyr

Leu

Ser

Lys

Ala

Val

Thr

Arg

Ser

Gln

Lys

Ser

Tyr

Asp

Thr

Thr

Gly

Val

Phe

Glu

165

Gln
180

Thr
165

Phe
210

Ile
225

Lys
240

Phe
285

Thr
300

His
315
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<222> 1-390
<223> Secuencia Artificial

<400> 3

ES 2316175 T3

cttettgccz actggtatca ccttcaagte

ggacatacac ttgtatggtc tctgaggaag

gtcaaggtca agctcatcgt gcttgtgcet

catcecegteoc tectgccacca
dacaagatsg ttccccacct
gtgatgccta cgaatcccaa
tgtectgaat cccacaacag

ctgatactgg agaatacagce

<210> 4

<211> 726
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<221> Secuencia Artificial
<222> 1-726

<223> Secuencia Artificial

ttgggaaccg
tctgaataca
aagcacccgr
gagagctggt

tgtgaggcac

cgtgacacgg gaagacactg 50

gcggcaacag ctatggggag 100

ccatccaage ctacagttaa 150

ggcagtgctg
cctggttcaa
gccttcagcea

ctttgatcce

ggaatgggta

acatgcccag
agatgggata
actcttccta
ctgtcagcct

390

200

250

300

350
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<400> 4

zctcagTccce
ccrtteggeag
gcgcaagcztc
tgtgcteccet
agrtcagaat=
gcttttctee
agactcgrTt
gaccttcrrg
stgggacatsa
Jaggtcaacgg
Taacatcecec
cagaacaaga
atagtgatgc
ctatgtccetg

cctctgatas

<210>5
<211> 1503
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ctcgctgtag
ctgttgtgcct
gagaggaaac
ggcattgggc
cctgagaatca
tceecgtgtg
gcrataataa
ccaactggta
cacttgtatg
tcaagctcat
tcctctgeea
tggttccccea
ctacgaatcc
aatcccacaa

tggagaatac

<221> Secuencia Artificial
<222> 1-1503
<223> Secuencia Artificial

ES 2316175 T3

tcgeggages
caggtgcgce
tgttgtgect
agtgttacag
atcctgtgaa
gagtggaagt
caagatcaca
tcaccttcaa
gtctctgagg
cgtgcttgtg
ccattgggaa
cctritgaat
caaaagcacc
caggagagct

agctgr 726

gtgttctgrt
tgatcgcgat
cttcatattyg
ttgcactctt
gttgrtcctge
ttgaccaaqg
gcttectatg
gtccgtgaca
aaggcggcaa
cctcecatceca
ccgggcagtlg
acacctggtt
cgtgccttca

ggtctttgat

tcccaggagt
ggggacaaag
gcgatectge
ctgaacctga
gcctactcgg
agacaccacc
aggaccgggt
cgggaagaca

cagctatggg

agcctacagt.

ctgacatgct
caaagatggg
gcaactcttc

ccectgteag

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650

700
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<400> 5

gcaggcaaag taccagggcc

atgtatccc:
acgtgtgaag
taagattacc
tgacaactgac
agccttcaat
ataagcaaca
taccttactc
gcactgccaa
tttgtggtca
tacaaccaztg

gggactggac
ccaggaaadga
ctgtatggta
cccaacaaga
aacgactctg
cagtgatgag
ccctgcatag
cgcccgectg
agggcaaaag
ataattgcct
ctctettee:
gggagtcact
cagctgctgg
ctggtactcce
ttggtcatca
aagacccgag
caggatcatt
tatttcacag

tctgactcte

aaa 1503

ccaattgagce
tcacctgaca
gagctccgtg
cagcggttat
gccagggtte
gactaataac
ttcaagcctg

gggccaggtt
aagactccte
acatacccczt
cactgacatg
gcctgectat
gtttttacca
gcatgtctac
gagaaaccat
ccaacttccce
gacaggagta
ctggacacag
tgtctgttaa
agtcagtcct
ggatagccca
ggctttgcce
atttggctct
{ctctaaata
zgcctacaga
gggaggctca
tctctttett
gccagggtece

zcctggtget

ES 2316175 T3

gcctgcatgt
accctggaga
gactcctgat
tccagaaact
ggcttcacgg
ggggttctcc
cagggaaccce
cggtgatagce
ggctctgagc
aaagctactc
tgaaagcaac
gatggctacc
ctttgccatc
tggcctatat
gaagcagcca
gagggtggcc
agaatctggg
ccagatcatc

tcctectgga
aaatgcccca
tgccttctge
aagtgtccgce
tggaatttgc
gggccctrct
ccagagggaa
cactattcaa
gctctgccag
cagggccaga
agttctgctce

caataaatat

gagccacaag
tggatgaccg
ggcaaccaag
ctctgtctce
tgccccaggg
tccecatcagt
atcaaagtag
cgactcaggce
agcacagcga
aagaccaaga
atctacagtg
ttggagagac
atcctcatca
catgctctgt
gggcacatgc
atcttcgcaa
gcaacaacta
gcccagatca
ttatgagttt
ttaggccagg
atggccttct
ctaccaacac
cagatgcatc
agtatcrtctg
gatgcccata
ctttggcatc
ctcagaggac
cagcttttaa
ctccactata

Ctaatcataa

gttccaggag
gagccactac
tcgtgagaga
aagcccacag
aatgaggatt
tatatttggt

caaccctaagq

tcctatttct

cattgtgaag
ctgaggcacc
aagcagtcct

cagtgctggg
tcteettgtg
cggaagacat
cagagaggcc
gtggctgctc
ctctgatgag
atggcaacta
ctggccactg
atctgctgac
tccetgetac
tggagccgcet
tcaagtaagc
ccgggggcett
gcactaggac
ttgccaccag
cagctatatc
ttgaaattgt
agtctaatgt

cagcCaaaaaa

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950
1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450

1500
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<210> 6
<211>3

19

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 6

Met

1

Arg

Leu

His

Leu

Leu

Leu

Val

Cys

Val

vVal

Val

Arg

Thr S

Leu

Lys

Ser

Leu

Met

Val

Thr

Gly 3

Asn

Ser 1

Thr &

Ala V

Ala

Ala

t
1]
=

eu

AsSn

asn

Thr

1771
L]
"

Lys

Val

Ser

Thr

Thr

Tyr

Asn

Met

Asp

Val

Ile

Pro

Glu

Lys

Ser

Arg

Gly

Cys

Met

Asp

Gln
35

Ser
50

His
65

Ile
80

Ala
95

Ala
110

Leu
125

Pro
140

Gly
155

Thr
170

Gln
185

Asn
200

Asn
215

Ser
230

Val
245

Cys

Tro

Ala

Gly

Ser

Thr

His

Glu

Asp

Glu

Asn

Pro

Pro

Ile

Glu

Pro

Val

Cys

ES 2316175 T3

Pro

Ile

Lys

Arg

Glu

Gly

Gln

Asn

Gly

Ser

Asn

Gln

Leu

Ser

Glu

Ser

Ala

Val

Ser

Ser

Glu

Arg

Glu

Ser

Gly

Asn

Lys

Ile G

Tyr

Ala

Thr

Met

Rla I

Gly

Leu
Val
Val
Gly
Val

Leu
Asp
Thr
Thr

Pro

Ser

Gln

Asp

Lys

Trp
10

Glu
25

Thr
40

Leu
S5

Val
70

Tyr
85

Ala
100

Tyr
115

Lys
130

Glu
145

Leu
160

Thr

Thr

Leu

Ile

Ile

Lys

Ser

Glu

Ser

Cys

Thr

Lys

Ala

Ser

Phe

Ala

Ile

Asp

Leu

Pro

Pro

Gln

Trp

Asn

Ile

Cys

Arg

Arg

Ser

Gly

Cys

Leu

Asn

Gln

Cys

Trp

Pro

Arg

Thr

Ser

Tyy

Gly

Tyr

Asn

Tyr

Gly

Thr

Ala

Asp

Thr

Asp

Phe

Val

Ile

vVal

Arg

Glu

Ser

Asn

Gln

Tyr

Ile

Val

Ile

Glu

Lys

Ser
90

Asp
105
Ser
120

Leu
135

Gly
150

Lvs
165

Ile
180

Pro
195

Ile
21¢C

Thr
225

Gly.
240

Ile
255

Asp
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Lys

Glu

His

<210>7
<211> 2181
<212> ADN

Glu Asp Ala

Gin _eu Arg

Arg Gin Glu

Leu Asp Gln
315

<213> Homo sapiens

ES 2316175 T3

260 265 270

Arg Pro Asn Arg Glu Ala Tyr Glu Glu Pro Pro
273 280 285

Glu Leu Ser Arg Glu Arg Glu Glu Glu Asp Asp
290 295 300

Glu Gln Arg Ser Thr Gly Arg Glu Ser Pro Asp
305 310 315

10
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<400> 7

cccacgegec

gcacctaaca
gtgtaacaag
cccectgeaag
ctcagaccc:
agcaggcasza
gatgtatcce
cacgtgtgas
ataagattac
gtgacaacty
Tagccttcaa
ataagcaaca
accrtacte:
cactgccaaag
ttgtggtcaa
acaaccatga

ggactggacs

cgcccacgceg
TItgagccte
tggctgtgatc
gtggacact=:
accttggaaa
gctacaccca
gtcaccatcc
gtaccagggc
tccaattgag
gtcacctggc
tgagctccege
gcagcggtts
tgccaggctce
gactaataac
tcaagcectgce
ggccaggttg
agactcctca
catacccctt
actgacatgg

cectgectgte

tTtttaccat

ES 2316175 T3

tcecgeccacg
tttggtagca
ggggatctta
atggeccgrcee
ggggatgtga
agtcttggtg
ttctacgtga
cgcctgecatg
caccctggag
agactcctga
gtccagaaac
tggcttcacyg
ggggttctec
caggaaccca
ggtgatagce
gctctgagca
aagctactca
gaaagcaaca
atggctaccet
tttgccatca

ggcctatatc

11

ggtccgecca
ggaggctgga
ctgggectge
catcctggaa
atcttcecctg
aagtggctgg
ctcttctgga
tgagccacaa
atggatgacc
tggcaaccaa
tctctgtctce
gtaccccagg
tcccatcagt
tcaaagtagc
gactcaggczt
gcacagcgac
agaccaagac
tctacagtga
tggagagacc
tcctecatcat

atgcrctgtc

cgcgtecggg
agaaaggaca
tactcctggg
gtgccagaga
cacctatgac
tacaacgtgg
gaccatatcc
ggttccagga
ggagccacta
gtcgtgagag
caagcccaca
gaatgaggat
tatatttgget
aaccctaagt
cctattterg
attgtgaagt
tgaggcacct
agcagtcctg

agtgctggge
cteccttgtge

ggaagacatc

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950

1000
1050
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ccaacaagag
ccatttttga

tggaggaag

(18]

agggtcagga
tttggeects
ccagaatccs
gcagaaggag:
ggtgggcrce
agaaaccatg
caacttccca

caggagtacs

ggacacagtz

tctgrtasaaa
tcagtcecrsg
atagcccaaa
ctttgceccta
ttggctctgg
tctaaatacs
cctacagacsz
aggctcagct
ctttcttcag
agggttcagc

tggtgctcaa

catgtctacsy
cceegtecet
agggtgrggc
catagctgcce
tgaacacaaa
tgggtggtag
gggaaaccag
tgggccatag
agggtggcca
gaatctgggcc

agatcatcgc

ccrtergeas
gtgtccgecs
gaatttgcca
gcccttcectag
4gagggaagsa
ctattcaact
ctgececagere
ggccagacag
rctgerecte

taaatatcta

ES 2316175 T3

aagcagccag
gcecctcaatt
acagacccaa
ttcectectet
ggataattta
gatcctgata
gaccacagcc
ggcacatgcc
tcttcgcaag
aacaactact
ccagatcaat
atgagtttct
aggccaggat
ggcctecote
accaacactg
gatgcatctce
tatctctgec
tgccecatagce
ttggcatctt
agaggaccag
cttttaattg
cactataagt

atcataacag

gtaagaaagrt
ttgattactg
tcctaaggcee
caggcacctt

gatccatctg

‘attaattggce

ccaagtccecet
agagaggcca
tggctgctec
ctgatgagcc
ggcaactacg
ggccactgag
ctgctgacat
cctgctacct
gagccgctgg
aagtraagcca
gggggcttct
actaggactt
gccaccagaa
ctatatcceag
aaattgttat
Ctaatgttct

c 2181

ctctcctctt
gcaggaaatg
ggaggccitz
ctgaggttgt
ccttctgetz
aagaattgag
tcttatggagt
acgactctgg
agtgatgagc
ctgcatagga
ccecgectget
ggcaaaagtg
aattgcctag
ctcrttcetgg
gagtcactgg
gctgctggat
ggractcctce
ggtcatcatg
gacccgaggg
gatcatttct
ttcacaggcc

gactctctcee

130C

135¢C

140C

1450

1500

1550

1600

165C

1700

1800

1850

1900

i950

2000

2050

2100

2150

<210> 8

<211> 1295

<212> ADN

<213> Homo sapiens

12
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<400> 8

cccagaagtt
tcgacctect
agccgcecacs
gggctatcat

gcacagcag:
aagactgtt:
ctttgretac
agatgataga
gggaaatatc
ggaagaggac
catgtgaagz
tgtcaagacs
tggcatccgt
gctcatacac
tccaaactgg
atatcgcags
gtggcatcat
ggccttggrs
ctcctteceag
atgtgcagtc
ggcggatcac
accccatcte
ctgcagttcce
cggaggttac
cagagcaaga

ggtttttacc

caagggccece
cagagcadgcc

scetectecs

aaggcctatg g

agagtaccaa
cctceccagatt
tatcaacaga
tttcaatatc
gttgtgaagt
acagtcactc
accctcttct
aagaagggaa
ttgctagaaa
aatgaataca
acactggaga
tgtccrtggga
agcagcecgta
satgctatgc
aagagtaartt
gctcacgcecct
gaggtcagga
tactaaaata
agctgcttgg
agtgagctga
Ttccatctca

tgtagaattc

ES 2316175 T3

cggcctecectg

agctgccgee

gaggctatct
agagtggaag
ctcttcaagg
cggatcaaaa
tagtgcccca
tggaagtatt
gctctgagtg
tccagctcceet
atcccagact
aaaactggaa
atattcctgr
aacgaatgca
gtagttgtgg
tcagaggaasa
crtcatctaa
gtaatcccag
gttctagacc
caaaaattag
gagacaggag
gatcacgcca
aaaaataaaa

ttacaataaa

13

cgctcctgec
ccgggaagat
cgctacctgg

cccaaaagac

Tagcctgcaa
aaactgggtc
TJattttaaa
atgtgacaag
tctgagcaag
agtggctcca
gaactgtggt
gaatacacat
tggctcccaa
ctctgcaatt
gaagcccgcea
agtagatgat
cctragtgat
cgctacttre
agccacgaca
cactttggaa
agtctggcca
ctgggcatgg
aatcacttga
ctgcagtcca
taaataaata

tatagcttga

gccgggaccce
ggcgaggagg
tggtcgcect

caacaagtag

aaccccaaag
ggagtgtcecce
aatcgagctg
aagtgatgcg
gccaaaacct
gcagttccat
agagctacga
ggtttaagga

agcaccaaca

taatactgtt

attctgttag
ctcaacataa
ttccgtrtge
caaaagaaac
atgagtgaaa
ggccgeggeg
atatggtgaa
tggcatrgtgce
acccgggagg
gcctgggtaa
aataaatact

tattc 1295

250

3090

350

400

450

500

550

600

850
900
950
1000
1050
110C
1150
1209

1250
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<210>9

<211> 312

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

ES 2316175 T3

Met Ala Arg Arg Ser Arg His Arg Leu Leu Leu Leu Leu

1 5

Tyr Leu Val Val Ala
20

Ala Pro Lys Asp Gln
35

Ala Ile Leu Ala Cys
50

Leu Gly Tyr His

Gln Val Val Thr

Lys Thr Pro Lys

14

10

Lys Ala Tyr Gly
25

Ala Val Glu Tyr
40

Lys Thr val Ser
55

Leu

Phe

Gln

Ser

Arag

Ser

30

Glu
45



20

25

30

35

40

45

50

55

60

Leu

Gln

Val

Val

Leu

Thr

Glu

Pro.

Ile

Leu

Thr

Ser

Lys

<210> 10
<211> 300
<212> PRT

Glu

Phe :

Pro

Glu

Thr

Gly S

Gly

Tyr

Gly

Ala

Gly

Ser

Glu

Ala

v
e
"0

]
e
41

Ser

Leu

Val

Asn

Ala

Cys

Asp Th

Arg

Phe

Gln

Leu

Cys

Arg

Val

Cys

Gln 1

Val

Ala

Glu
140

Cys
155

Ser
185

Gln
200

Glu
215

303

ES 2316175 T3

Leu

Ile

Val

r val

Val

Gln

Asp

Thr

Val

Ser

Trp

Gly

Gly

; Esp

Lys
Ser
Thr
Pro
Asp
Gly
Asn
Asn
Arg
Val
Val
Gln
Asn
Leu

Ser

Arg

Asn

Leu

Ser

Lys

Ile

Ser

Thr

Asn

Asp

Ala

Arg 1

Ser

Thr

Arg

15

Ser

Ser

Glu

Arg

Ser

Val

Ser

Ser

Pro

Gly

val
70

Val
130

Ala
145

Gly
160

Leu
175

Tyr
190

Ser
205

Val
220

Leu
235

Val
250

Gly
265

Ser
280

Val
295

Gln
310

Ser

Leu

Leu

Asn

Leu

Thr

Lys

Asn

ile

Tyr

Phe

Ala

Ser

Gln

Val

Ser

Met

Leu

Tyr

Ser

Ala

Pro

Phe
312

Val

Ala

Gly

Asn

asn

Val

Ser

Thr

Ala

Ala

Gln

Pro

Thr

Pro

Pro

Thr

Thr

Arg

Gly

Lys

Thr

Leu

Tyr
75

Ile
90

Gly
105

Asn
120

Ala
135

Val
150

Glu
165

Arg
180

Lys
195

Gly
210

Cys
225

Ile
240

Gly
255

Glu
270

Met
285

Trp
300
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<213> Mus musculus

<400> 10

Met
1

Thr

Ala

Gly

Lys

Thr

<210> 11
<211> 2181

Gly

Ser

Thr

Leu

Lys

-~ Gln

Gly

Thr

Cys

Lys

Ala

Leu

Cys

Ala

Ala

val T

Gly

Arg

Thr

Met

W

s
»

Thr

Fhe

Ile

ile

vel

Thr

Ser

Glu

Ile

Gln

Cys

vVal

Thr

Thr

Met

His

Pro

Glu

Gly

Met

Phe

Ala

Met

Leu

Phe

Ala

Glu

Ui

Leu

Ser
35

Thr
50

Gln
65

Ala
80

Phe
S5

Val
110

Leu
125

Ser
140

His
155
Ile
170

Asn
185

Asp
200

Gln
215

Asp
230
val
245

Ala
260

Pro
275

Gly
290

ES 2316175 T3

Gly

AsSp

Tyr

Gly

Pro

Ser

Ser

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

Asn

Ala

Thr

Tyr

Gly

Glu

Ala

Ser

val

Ser

Ser

Tyr

Ser

Val

Gly

Met

Ser

val

Gly

val

Leu

Ser

Lys

Phe

Gly

Thr

Ala

Val

Glu

Leu

Thr

Ser

Leu

Phe

Thr

Tyr

Glu

Ile

Arg

Lys

Lys

16

Val

Val

Phe

Thr

Asp

Thr

Gly

Val

Ile

Pro

Thr

Thr

Ala

Gly

Leu

Leu

vVal

Gln

Lys
10

Gln
25

Pro
40

Ser
55

Ala
70

Arg
85

Arg
100

Gly
115

Pro
130

Gly
145

Pro
160

Ala
175

Tle
190

Phe
205

Thr
220
Asn
23%

Leu
250

Tyr
265

Ile
280

Thr
2385

Leu

Gly

Glu

Ser

Leu

Val

Lys

Gln

Pro

Asn

Ser

Asp

Asp

Asp

Ala

Val

Gly

Phe

Tyr

Ser

Leu

Lys

Asn G

Pro

Val

Thr

Asp

Asn T

Phe

Asn

"]
et
(a1

Ser Ly¥

Arg

Glu

Gly

Leu

Glu

Ser

Ser

-
24
1}

Leu

Thr

@
3

'g
g
[

Leu

Ser

Ser

val

Tyr

Ser

Gly

Fro

vVal

Lys

Ser

Glu

Thr

Pro

Leu

Glu
105

Giu
120

(ni

NO N
N ke (O b
PRL

[F1l
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 11

cccacgcgte
ccaccagaag
Jaagtagcetcs
gcacctaacs
Jtgtaacagg
cccetgcaag
ctcagaccsst

agcaggcaaa

cacgtgtgaa

‘ataagattas

jtgacaact:
tageccttcsas
ataagcaaca
accttactcst
cactgccaag
ttgtggtcaa
acaaccatca
Jgactggacc
caggaaagas
tgtatggrgc
ccaacaagasg
ccatttttga
tggaggaagg
agggtcaggsa
zttggecese
ccagaatcces
Jcagaagggze
fgtgggctcot

2gaaaccats

cgcccacgeg
tttgagcctc
tggctgrgat
gtggacactt
accttggaaa
gctacaccca
gtcaccatct
gtaccagggc
tccaattgag
grcacctggc
:gagétccgt
gcageggtta
tgccaggcte
gactaataac
tcaagcctge
ggccaggttg
agactcctca
catacccctt
actgacatgg
cctgcctgte
tttttaccat
catgtctacg
ccecgtcect
ggggtgtgge
catagctgcce
tgaacacaaa
tgggtggtag
gggaaaccag
zgggccatag
agggtggcca

ES 2316175 T3

tcecgeececacg
tttggtagce

ggggatcrze
atggccgres

ggggatgtaga
agtcttggryg
ttctacgtga
cgecctgeatg
caccctggag
agactcctga
gtccagaaac
tggcttcacg
gaggttctcc
caggaaccca
ggtgatagcc
gctctgagca
aagctactca
gaaagcaaca
atggctacct
tttgccatca
ggcctatatc
aagcagccag
gccctcaatt
acagacccasa
ttccetetet
ggataattta
gatcctgata
gaccacagcc
ggcacatgcc

tcttcgcaag

ggtcegeccea

ggaggctaga

ctgggecta

)

catcctggaa
atcttccctg
aagtggctgg
ctcttctgga
tgagccacaa
atggatgacc
tggcaaccaa
TCcrCtgtcc
gtaccccagqg
tzccatcagt
tcaaagtagc
gactcaggct
gcacagcgac
agaccaagac
tctacagtga
tggagagacc
tcctcatcat
atgctctgtc
gtaagaaagt
ttgattactg
tcctaaggece
caggcacc:t
gatccatctg
attaattggce
ccaagtccct
agagaggcca

tggctgctcce

17

cgcgtccggg
agaaaggaca
tactcctggg
gtgccagaga
cacctatgac
tacaacgtgg
gaccatatcc
ggttccagga
ggagccacta
gtcgtgagag
caagcccaca
gaatgaggat
tatatttggt
aaccctaagt
cctatttetg
attgtgaagt
tgaggcacct
agcagtcctg
agtgcrggge
ctcctrgtgc
ggaagacatc
ctctecctett
gcaggaaatg
ggaggcctte
ctgaggttgt
ccttcrgett
aagaattgag
tcttataggt
acgactctgg

agtgatgagc

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

550
600
650
700
750
800
850
900
950
1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
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gcaacttccis gaatctgggce

caggagtacc agatcatcgc

ggacacagtz
tctgttaaaa
tcagtccttys
atagcccaaa
ctttgcecry
ttggctctag
tctaaatac:c
cctacagaca
aggctcagct
ctrttcttcag
agggttcagz

tggtgctcaa

cctctggatt
atgccccatt
ccttctgceat
gtgtccgect
gaatttgcca
gcccttcetag
agagggaaga
ctattcaact
ctgccagcecrce
ggccagacag
tctgetcectc

taaatatcta

<210> 12

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Secuencia Artificial
<222>1-24

<223> Secuencia Artificial

<400> 12
tcgcggagct atgttetgtt tcce 24

<210> 13

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Secuencia Artificial
<222> 1-50

<223> Secuencia Artificial

ES 2316175 T3

aacaactact
ccagatcaat
atgagtttct
aggccaggat
ggccttcttce
accaacactg
gatgcatctc
tatctctgcec
tgcccatage
ttggcatctt
agaggaccag
cttttaactg
cactataagt

atcataacag

18

ctgatgagcece
ggcaactacg
ggccactgag
ctgctgacat
cctgctacct
gagccgetgg
aagtaagcca
gggggcttct
actaggactt
gccaccagaa
ctatatccag
aaattgttat
ctaatgttct

c 2181

ctgcatagga
cecgectget
ggcaaaagtg
aattgectag
ctcttcectgg
gagtcactgg
gctgctggat
ggtactcctc

ggtcatcatg

gacccgaggg

gatcatttct
ttcacaggcc

gactctctce

1550
160C
1650
1700
1750
1800
1850
1900
1850
2000
2050
2100

2150
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ES 2316175 T3

<400> 13

tgatcgegat ggggacaaag gegeaagcte gagaggaaac tgttgtgect 50

<210> 14

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Secuencia Artificial
<222>1-20

<223> Secuencia Artificial

<400> 14
acacctggtt caaagatggg 20

<210> 15

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Secuencia Artificial
<222>1-24

<223> Secuencia Artificial

<400> 15

taggaagagt Wctgaagae acgy 24
<210> 16
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Secuencia Artificial
<222>1-20

<223> Secuencia Artificial

<400> 16
ttgecttact caggtgetac 20

<210> 17

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Secuencia Artificial
<222>1-20

<223> Secuencia Artificial

19
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ES 2316175 T3

<400> 17
actcagcagt ggtaggaaag 20

<210> 18

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Secuencia Artificial
<222>1-24

<223> Secuencia Artificial

<400> 18
tatcecteca attgageace ctygg 24

<210> 19

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Secuencia Artificial
<222>1-21

<223> Secuencia Artificial

<400> 19
gtcggaagac atcccaacaa g 21

<210> 20

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Secuencia Artificial
<222>1-24

<223> Secuencia Artificial

<400> 20
ctteacaaty tegetgtget gete 24

<210> 21

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Secuencia Artificial
<222>1-24

<223> Secuencia Artificial

20
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<400> 21

agecaaatec ageagetgge ttac 24

<210> 22

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Secuencia Artificial
<222>1-50

<223> Secuencia Artificial

<400> 22

tggatgaceg gageeactac acgtgtgaag tcacctggea gacteetgat 50

<210> 23
<211> 260
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

ES 2316175 T3

Leu Ala Leu Gly Ser Val Thr Val His Ser Ser Glu Pro Glu Val

1

5

10

15

Arg Ile Pro Glu Asn Asn Pro Val Lys Leu Ser Cys Ala Tyr Ser

20

21

25

30
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Val

Leu

Ser

Val
Ala
Gly

Arg

Leu

<210> 24
<211> 270
<212> PRT

Phe

Thr

Gly

Val

Ile

Pro

Thr

Leu

Ser

Thr

Asn

Leu

His

Tyr

Ser

Asn

Asn

Gly

Phe

Ser

<213> Homo sapiens

Ser

Leu

Val

Glu

Asn

Pro

Asn

Ser

Pro

Pro

Thr

Met

Gly

Ile

Asp

Gln

Pro
35

Val
50

Thr
65

Asp
80

Ser
95

Ser
110

Arag
125

Glu
140

Lys.

155

Thr
170

Gly
185

Thr
200

Val
215

Leu
230

Arg
245

Pro
260

ES 2316175 T3

Arg Val Glu Trp Lys

Cys

Phe

Thr

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Ser

Thr

Glu

Ser

ile

val

Thr

Tyr

Leu

Gly

Gly

Pro

Val

Thr

Thr

Gly

Tyr

Asn

Val

Phe

Lys

Asn

Pro

Thr

Glu

Thr

Leu

Trp

Arg

Glu

Ser

Ala

Ala

Gly

Lys

22

Asn

Thr

Tyr

Val

Val

Thr

Phe

Ala

Leu

Cys

val

Ala

Ile

Gly

40

Lys
55

Gly
70

Thr
85

Lys
100

Asn
115

Cys
130

Lys
145

Phe
160

Val
175

Glu
190

Arg
205

Val
220

Trp
235

Thr
250

Phe

Ile

Ile

Cys

Val

Ile

Ser

Asp

Ser

Phe

Ala

Met

Leu

Phe

Ser

Asp

Thr

Thr

Met

Lys

Pro

Glu

Asn

Asp

Arg

Glu

Val

Ala

Ser

Gln

Phe

Val

Leu

Ser

Gln

Ile

Ser

Pro

Asn

Thr

Tyr

Ser T

Lys

Ser

Ile

Ser

Asp

val

Ser

Leu

Gly

Val

Leu

Ser

Lys

Asp
45

Ser
75

Glu
30

Val
105

Ala
120

Gly
135

Met
150

Tyr
165

Ser
180

Tyr
195

Glu
210

Ile
228

Arg
240

Val
255
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<400> 24

val Arg Val

1

Val Leu Arg

Tyr

Lvs

Ser

Ser

Asp

Ser

Leu

Gly

Lys

Ile

Pro

Ile

Thr

Gly

Ile

Asp

<210> 25

<211> 263
<212> PRT

His

Leu

Asn

Ile

Gln

Leu

Leu

Glu

Glu

Leu

Val

Cys

Val

Ile

Ile

Lys

Thr
Leu
Lys
Ser
Leu
Met
val
Thr
Gly
Asn
Ser

Thr

Ala

Glu

<213> Homo sapiens

Thr

Ala

Ser

Leu

Asn

Asn

Thr

Ser

Leu

Ile

Ser

Gln

Leu

Ser

Val

Val

Cys

Asp

Val

Ser
20

Thr
35

Thr
50

Tyr
65

Asn
80

Met
95

Asp
110

Val
125

Ile
140

Pro
155

Glu
170

Lys
185

Ser
200

Arg
215

Gly
230

Cys
245

Ala
260

ES 2316175 T3

Asp
Gln
Ser
His
Ile

Ala

Ala
Leu
Pro
Gly
Thr
Gln
Asn
Asn
Ser
vVal
Cys

Arg

Ala

Gly

Ser

Thr

His

Glu

Asp

Glu

Pro

Asn

Pro

Pro

Ile

Glu

Pro

Val

Cys

Pro

Ile Ser val

Lys

Arg

Glu

Gln

Asn

Ser

Asn

Gln

Leu

Ser

Glu

Ser

Ala

Arg

Asn

23

Ser

Ser

Gly

Asn

Lys

Ile

Tvr

Ala

Thr

Gly

Met

Ala

Gly

10
Val
25
Gly
40

Val
55

Leu
70

Asp

85

Thr
100

Thr
115

Pro
130

Gln
145

Ser
160

Gln
175

Asp
190

Thr
205
Asn
220

Leu
235

Lys
250

Glu
265

Glu

Thr

Leu

Val

Tyr

Ala

Tyr

Lys

Glu

Leu

Trp

Pro

Thr

Gln

vVal

Ile

Asp

Ala

Thr Pro Gln Asp
15

Leu Pro Cys Thr
30

Ile Gln Trp Asp
45

Ile Trp Pro Phe
60

Lys Asn Arg Val
75

Ser Ile Thr Ile
20

Glu Cys Ser Val
105

Ser Arg Val Arg
120

Cys Gly Ile Glu
135

Thr Cys Gln Ser
150

Lys Arg Tyr Asn
165

Ala Ser Gly Gln
180

Ser Gly Tyr Tyr
195

Phe Cys Asn Ile
210

Ala Leu Tyr Val
225

Ile Ile Gly Ile
240
Asp Asn Thr Glu
255

Tyr Glu Glu Pro
270
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<400> 25

Leu Cys
1

Pro Glu

Ala Tyr

Gln Gly

Ala Ser

Phe Lys

Val Ser

Leu Ile V

Ser Ser A

Gln Asp

Ile Val

Ser Ser <

Pro Leu

Asn Gly

Ala Vval

Thr Leu

Tyr Ser

Lys Lys

<210> 26
<211> 273
<212> PRT

Serx

val

Ser

ASp

+-3
<
a

Glu

Ile

<213> Homo sapiens

Leu

Arg

Gly

Thr

Glu

Val

Glu

Leu

Thr

Ser

Pro

Val

Ala

Gly

Arg

Leu

Ala

Ile
20

Phe
35

Thr
5C

Asp
65

Thr
80

Gly
95

Val
110

Ile
125

Pro
140
Thr
155
Leu
170

Ser
185

Thr
200

Asn
215

Leu
230
His
245

Tyr
260

ES 2316175 T3

Leu

Prn

Ser

Arg

Arg

Arg

Gly

Gly

Pro

Asn

Asn

Asp

Pro

val

Gly

Phe

Ser

Gly Ser Val Thr Val His Ser Ser Glu

10 15
Glu Asn Asn Pro Val Lys Leu Ser Cys
25 30
Ser Pro Arg Val Glu Trp Lys Phe Asp
40 45
Leu Val Cys Tyr Asn Asn Lys Ile Thr
55 60
Val Thr Phe Leu Pro Thr Gly Ile Thr
70 75
Glu Asp Thr Gly Thr Tyr Thr Cys Met
85 90
Asn Ser Tyr Gly Glu Val Lys Val Lys
100 105
Pro Ser Lys Pro Thr Val Asn Ile Pro
115 120
Asn Arg Ala Val Leu Thr Cys Ser Glu
130 135
Ser Glu Tyr Thr Trp Phe Lys Asp Gly
145 150
Pro Lys Ser Thr Arg Ala Phe Ser Asn
160 165
Pro Thr Thr Gly Glu Leu Val Phe Asp
175 180
Thr Gly Glu Tyr Ser Cys Glu Ala Arg
190 195
Met Thr Ser Asn Ala Val Arg Met Glu
205 210
Gly Val Ile Val Ala Ala Val Leu Val
220 225
Ile Leu Val Phe Gly Ile Trp Phe Ala
235 240
Asp Arg Thr Lys Lys Gly Thr Ser Ser
250 255
Gln Pro
263
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<400> 26

Leu

Pro

Pro

Gln

Trp

Asn

Ile

Cys

Arg

Gly

Cys

Arg

Ser

Gly

Cys

Leu

Ile

Asn

Glu

Cys
Gln
Cys
Trp
Pro
Arg
Thr

Ser

Val

I;e

Gln

Tyr

Gly

Tyr

Asn

Tyr

Gly

Thr

Glu

Bia Val
Asp Val
Tar Tyr
Asp Lys
Phe Ser
Val Ser
Ile Asp
val Ser
Arg Leu
GlQ Gly
Ser Lys
Asn Ile

Gln Pro

Tyr Ile
Ile Thr
Val Gly
Ile Ile

Glu Asp

Pro
273

Arg

Leu
20
His
35

Leu
S0

Asn
65

Ile
80

Gln
95

Leu
110

Leu

125

Glu
140

Glu
155

Leu
170

Val
185

Cys
200

Val
215

Ile
230

Ile
245

Lys
260

ES 2316175 T3

Val
Arg
Thr
Leu
Lys
Ser
Leu
Met
Val
Thr
Gly
Asn

Ser

Thr
Ala
Ala
Tyr

Glu

Thr

Ala

Ser

Leu

Asn

Asn

Thr

Ser

Leu

Ile

Ser

Gln

Leu

Ser

Val

Val

Cys

Asp

Val

Ser

Thr

Thr

Tyr

Asn

Met

Asp

Val

Ile

Pro

Glu

Lys

Ser

Arg

Gly

Cys

Ala

25

Asp Ala Ile Ser Val Glu Thr

10

15

Gln Gly Lys Ser Val Thr Leu

Ser

His

Ile

Ala

Ala

Leu

Pro

Gly

Thr.

Gln

Asn

Asn

Ser

Val

Cys

Arg

25

Ser
40

Thr
55

His
70

Glu
85

Asp
100

Glu
115

Pro
130

Asn
145

Pro
160

Pro
175

Ile
190

Glu
205

Pro
220

Val
235

Cys
250

Pro
265

30

Arg Glu Gly Leu Ile

Glu

Gly

Gln

Asn

Gly

Ser

Asn

Gln

Leu

Ser

Glu

Ser

Ala

Arg

Asn

Arg
Glu
Ser
Gly
Asn
Lys
Ile
Tyr
Ala

Thr

Gly
Met
Ala
Gly

Arg

45

Val Val Ile

Leu

Asp

Thr

Thr

Pro

Gln

Ser

Gln

Asp

Thr

Asn

Leu

Lys

Glu

Tyr

Ala

Tyr

Lys

Glu

Leu

Trp

Pro

Thr

Gln

Val

Ile

Asp

Ala

60

Lys
75

Ser
90

Glu
105

Ser
120

Cys
135

Thr
150

Lys
165.

Ala
180

Ser
195

Phe
210

Ala
225

Ile
240

Asp
255

Tyr
270
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<210> 27

<211> 413

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Secuencia Artificial
<222> 1-413

<223> Secuencia Artificial

<400> 27

ctcgagcege tcgagccgtg cggggaaata tcgttgrtgaa gttagtgece 50

catctgagca

ttagtggctc
tggaactgtg
ctgaatacac
cttggctccce

aactctgcaa

aggccaaaac
cagcagttcc
gtagagctac
atggtttaag
aaagcaccaa

tttaatactyg

gtgaagcccg

gcaagtagat gat 413
<210> 28

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Secuencia Artificial
<222>1-22

<223> Secuencia Artificial

<400> 28
ategtigtga agttagtgee oo 22

<210> 29

<211>23

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> Secuencia Artificial

caattctgtt

ES 2316175 T3

ctggaagagg
atcatgtgaa
gatgtcaaga
gatggcatcc
cagctcatac
tttccaaact

ggatatcgca

26

atacagtcac tctggaagta

graccctctt
caaagaaggg
gtttgctaga
acaatgaata

ggacactgga

ctgctctgag
aatccagctc
aaatcccaga
caaaaactgg

gaatattcct

ggtgtcctgg ggaaacgaat

100

150

200

250

300

350

400
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ES 2316175 T3

<222> 1-23
<223> Secuencia Artificial

<400> 29
acctgcgata tccaacagaa ttg 23

<210> 30

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Secuencia Artificial
<222> 1-48

<223> Secuencia Artificial

<400> 30

ggaagaggat acagtcactc tggaagtatt agtggceteca geagttce 48

27
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