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DESCRIPCION

Polipéptidos relacionados con Wnt-1, y dcidos nucleicos que los codifican.

Los miembros de la familia Wnt son proteinas de sefializacién glicosiladas, ricas en cisteina, que median en di-
versos procesos del desarrollo embrionario tales como el control de la proliferacién celular, la adhesién, la polaridad
celular y el establecimiento de los destinos tltimos de las células. Los componentes de la ruta de sefializacion por Wnt
se han relacionado con la tumorigénesis en carcinomas de colon familiares y esporadicos, cdncer de mama y mela-
noma. Existen experimentos que sugieren que el gen supresor del tumor de la poliposis adenomatosa de colon (APC)
desempefia también un papel importante en la sefializacién por Wnt, regulando los niveles de beta-catenina. APC es
fosforilado por accion de GSK-3b, se une a la beta-catenina y facilita su degradacion. Se han asociado mutaciones en
APC o en beta-catenina con carcinomas de colon y con melanomas, lo que sugiere que estas mutaciones contribuyen
al desarrollo de estos tipos de cdncer, implicando a la ruta de las Wnt en la tumorigénesis.

Aunque se ha aprendido mucho sobre la ruta de sefalizacién por Wnt durante los dltimos afios, solamente se
han caracterizado unos cuantos de los componentes transcripcionalmente activados aguas abajo, activados por Wnt.
Los componentes que han sido descritos no pueden explicar la totalidad de las diversas funciones atribuidas a la
seflalizacién por Wnt.

EMBL-EBI ID:AKO27111 lista la secuencia de acidos nucleicos de un cDNA (clon HSI07327) de Homo sapiens,
depositado por Kawakami, T. y col., (29/9/00).

El documento EP 1 354950 (documento WO 02/053737) y el documento JP 2000-402288 describen un gen acti-
vador de NF-KB, clonado procedente de una genoteca de cDNA preparada a partir de fibroblastos de pulmén humano,
y sus usos en la identificacién de un inhibidor o de un promotor de la activacién de NF-KB.

El Resumen AAB56802 de la base de datos EBI (y el documento WO 00/55174) describe una secuencia de proteina
asociada con cdncer de préstata humano.

La invencién se basa en parte en el descubrimiento de nuevas secuencias de 4cido nucleico que codifican poli-
péptidos nuevos. A los 4cidos nucleicos que codifican los polipéptidos descritos en la invencién se les denominara de
ahora en adelante y de manera colectiva secuencias de dcidos nucleicos o de polipéptidos “WUP” (del inglés, “Wntl
UPregulated”) (secuencias reguladas por incremento por Wntl).

La invencién se define tomando como referencia las reivindicaciones de la presente memoria descriptiva.

Aunque se pueden usar métodos o materiales similares o equivalentes a los aqui descritos en la practica o en los
ensayos de la presente invencion, a continuacién se describen métodos y materiales adecuados. Ademas, los materiales,
métodos y ejemplos son solamente ilustrativos y no tienen intencion de ser limitativos.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 ilustra un andlisis de dominios de proteinas.

Descripcion detallada

Para identificar genes adicionales aguas abajo en la ruta de sefalizacién por Wnt, que son relevantes para el fe-
notipo de las células transformadas, los autores de la invencion estudiaron la expresiéon génica en células C5TMG
de epitelio mamario de ratén, que expresan Wnt-1, en comparacién con el patrén de expresion génica encontrado en
células C57MG normales y en células C57MG que expresan Wnt-4. Wnt-4 no es capaz de inducir tumores ni una
transformacion celular autocrina como lo es Wnt-1. Los autores de la invencién han identificado genes y polipépti-
dos que son regulados por incremento en las células CS7TMG que expresan Wnt-1 (WUP), y sus ortélogos de seres
humanos.

Los genes que estdn regulados por incremento en células que expresan Wnt-1, representan dianas atractivas para
tratar enfermedades como el cancer. Uno de estos genes, WUP, se describe en la presente invencién. Una proteina
probablemente implicada en el transporte y procesamiento de proteinas mitocondriales o del reticulo endopldsmico,
WUP esté regulada por incremento en células que tienen altas demandas metabdlicas, tales como las células cancerosas
que experimentan una rapida proliferacion.

Definiciones
Salvo que se defina de otro modo, todas las expresiones y términos técnicos y cientificos tienen el mismo signifi-

cado que el comtiinmente conocido por un experto en la técnica a la que esta invencion pertenece. Las definiciones que
vienen a continuacién se presentan para mayor claridad.
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En el presente documento se han adaptado las recomendaciones de (Demerec y col., 1996) en lo que son relevantes
en genética. Para distinguir entre los genes (y los 4cidos nucleicos relacionados) y las proteinas que codifican, las
abreviaturas de los genes se indican con el texto en letra itdlica (o subrayado) mientras que las abreviaturas de las
protefnas comienzan con letra maytscula y no estan escritas en letra itdlica. Por lo tanto, WUP o WUP se refieren a la
secuencia de nucle6tidos que codifica WUP.

“Aislada”, cuando se refiere a una molécula, se refiere a una molécula que ha sido identificada y separada y/o
recuperada a partir de un componente de su entorno natural. Componentes contaminantes de su entorno natural son
los materiales que interfieren con el uso diagndstico o terapéutico.

“Recipiente” se usa en sentido amplio para indicar cualquier recepticulo destinado a contener materiales o reacti-
vos. Los recipientes pueden estar fabricados de vidrio, plastico, cerdmica, metal o de cualquier otro material que pueda
contener reactivos. Los materiales aceptables no reaccionardn de manera adversa con los contenidos.

1. Definiciones relativas a dcidos nucleicos
(a) Secuencias de control

Secuencias de control son secuencias de DNA que permiten la expresion de una secuencia codificadora operati-
vamente unida en un organismo hospedador particular. Las secuencias de control de procariotas incluyen promotores,
secuencias de operador y sitios de union al ribosoma. Las células eucariotas utilizan promotores, sefiales de poliade-
nilacién y elementos estimuladores.

(b) Operativamente unido

Un 4cido nucleico estd operativamente unido cuando estd situado en relacién funcional con otra secuencia de dcido
nucleico. Por ejemplo, un promotor o un elemento estimulador estd operativamente unido a una secuencia codificadora
si afecta a la transcripcién de esa secuencia, o un sitio de unién al ribosoma esta operativamente unido a una secuencia
codificadora si estd colocado de manera que facilita la traduccién. Generalmente, “operativamente unido” significa
que las secuencias de DNA que estdn siendo unidas se encuentran contiguas, y en el caso de una secuencia conductora
de secrecién, se encuentran contiguas y en fase de lectura. Sin embargo, los elementos estimuladores no tienen que
estar contiguos. La unién se efectia mediante métodos convencionales de DNA recombinante.

(c) Acidos nucleicos aislados

Una molécula de un 4acido nucleico aislado se purifica procedente del lugar en el que se encuentra en la naturaleza
y se separa de al menos una de las moléculas de dcido nucleico contaminantes. Las moléculas de WUP aisladas se
distinguen de la molécula de WUP especifica, tal como existe en las células. Sin embargo, una molécula de WUP
aislada incluye moléculas de WUP contenidas en las células que normalmente expresan el WUP en los casos, por
ejemplo, en los que la molécula de acido nucleico se encuentra en una localizacién cromosémica diferente de la de las
células naturales.

2. Definiciones relativas a proteinas
(a) Polipéptido purificado

Cuando la molécula es un polipéptido purificado, el pollpeptldo se purificard (1) para obtener al menos 15 residuos
de 1a secuencia de aminoacidos N-terminal o de una secuencia de aminodacidos interna, usando un secuenciador, o (2)
hasta homogeneidad mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras o no reductoras, usando azul de Coomassie o
tincién de plata. Los polipéptidos aislados incluyen los polipéptidos expresados heterélogamente en células manipula-
das por ingenieria genética o los polipéptidos expresados in vitro, ya que al menos uno de los componentes del entorno
natural de WUP no estard presente. Por lo general, se preparan polipéptidos aislados mediante al menos una etapa de
purificacion.

(b) Polipéptido activo

Un WUP activo o un fragmento de WUP activo conserva una actividad bioldgica y/o una actividad inmunolégica
del WUP natural o presente en la naturaleza. Actividad inmunoldgica se refiere a la capacidad de inducir la produc-
cién de un anticuerpo contra un epitopo antigénico poseido por un WUP natural; actividad bioldgica se refiere a una
funcién, o bien estimuladora o bien inhibidora, producida por un WUP natural, que excluye la actividad inmunol6-
gica. Una actividad bioldgica de WUP incluye, por ejemplo, su regulacidon por incremento en células que expresan
Wntl.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 298 226 T3

(c) Anticuerpos (Ac)

Los anticuerpos pueden ser Ac monoclonales individuales anti-WUP (que incluyen Ac agonistas, antagonistas
y neutralizantes), composiciones de anticuerpos anti-WUP con especificidad poliepitépica, Ac anti-WUP monoca-
tenarios y fragmentos de Ac anti-WUP. Un “anticuerpo monoclonal” se refiere a un anticuerpo obtenido de una
poblacién de Ac sustancialmente homogéneos, es decir, los Ac individuales que la poblacién comprende son idén-
ticos excepto por mutaciones que se presentan en la naturaleza y que pueden estar presentes en cantidades minorita-
rias.

(d) Secuencias identificadoras de epitopos

Un polipéptido identificado por epitopo se refiere a un polipéptido quimérico fusionado a un “polipéptido de iden-
tificacién”. Esas secuencias identificadoras proporcionan epitopos contra los que se pueden generar Ac o contra los
que existen Ac disponibles, pero que no interfieren con la actividad del polipéptido. Para disminuir la reactividad de
un anticuerpo anti-secuencia identificadora con epitopos endégenos, el polipéptido de identificacién es preferiblemen-
te Unico. Los polipéptidos de identificacién adecuados generalmente tienen al menos seis residuos de aminodcidos y
usualmente entre aproximadamente 8 y 50 residuos de aminodcidos, preferiblemente entre 8 y 20 residuos de ami-
noécidos). Ejemplos de secuencias identificadoras de epitopos incluyen HA procedente del virus de la gripe A 'y
FLAG.

El nuevo WUP de la invencién incluye los dcidos nucleicos cuyas secuencias se proporcionan en las Tablas Sy 7.
La invencién también incluye un WUP mutante o variante que tiene la identidad de secuencia definida en las reivindi-
caciones, cualquiera de cuyas bases puede ser distinta de la correspondiente base mostrada en las Tablas 5 y 7 aunque
sigue codificando una proteina que mantiene las actividades y las funciones fisiolégicas de un fragmento de WUP. La
invencion incluye también 4dcidos nucleicos cuyas secuencias son complementarias a las que se acaban de describir.
La invencidn incluye ademds acidos nucleicos que tienen la identidad de secuencia definida en las reivindicaciones
o sus complementos, cuyas estructuras incluyen modificaciones quimicas. Esas modificaciones incluyen, a modo de
ejemplo no limitativo, bases modificadas y dcidos nucleicos cuyas cadenas principales de azdcar y fosfato estdn mo-
dificadas o estdn en forma de derivado. Estas modificaciones se llevan a cabo, al menos en parte, para aumentar la
estabilidad quimica del 4cido nucleico modificado, de manera que se pueden usar, por ejemplo, como 4cidos nucleicos
de unidén anti-sentido en aplicaciones terapéuticas en un individuo.

La invencién incluye polipéptidos que comprenden una secuencia de aminoécidos que tiene una identidad de
secuencia de al menos el 80%, preferiblemente de al menos el 90%, preferiblemente de al menos el 98%, con respecto
alos SEQ. ID. NOS: 6 u 8, en los que dicho polipéptido es un polipéptido WUP activo, asi como los nucleétidos que
codifican cualquiera de estos polipéptidos, y los complementos de cualquiera de estos nucledtidos.

El nuevo WUP de la invencién incluye el fragmento de proteina que consiste en la secuencia de aminodcidos
proporcionada en las Tablas 6 y 8 (SEQ ID NO: 39). La invencién también incluye una proteina WUP mutante o
variante que tiene la identidad de secuencia definida en las reivindicaciones, cualquiera de cuyos residuos puede
ser distinto del correspondiente residuo mostrado en los SEQ ID NOS: 6 u 8, aunque sigue codificando una pro-
teina que mantiene sus actividades y funciones fisioldgicas. La invencién también abarca Ac y fragmentos de an-
ticuerpos, tales como F,, o (F,,),, que se unen de manera inmunoespecifica a cualquiera de los WUP de la inven-
cion.

El ort6logo humano de la secuencia de ratén se muestra en la Tabla 5; los codones de iniciacién y terminacion se
indican en letra negrilla y subrayados.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 5
Secuencia de nucleotidos de hWWUPI (SEQ ID NO: 5)

660T
080T
ozot
096
006
Qve
08
ozZL
099
009
ovs
o8y
oy
09¢
411 43
ove
08T
[ YA ¢
oe

-3-3:0:0000000:000
Suj33o23we]y
oevubibbbe
BIREEIRID]Y
qefavejvel
6383383333
aaeefjelzed
Baso63833y
Baee3aBo3]
abBaoneleby
B88ooebebid
Sawveveee]y
evefedwndd
Serveovwwoe
20231316620
d33e23B603e
0330063008
250618820886

e3b630we)y
33eeeeie]
earfbfejaes
byj3ab6unted
566663333
veoeyBebb6q
I3er]3DJ0AI
bSfBvefujeew
332033 bew
ejrwjveebbe
39333330508
AeD3Eed020e
ebbewwadew
jebjewddle
JoodwIeIw]
3633903392
36606050300
83joo36vbed

a65e033eoee
eeloabyee
evewveeglle
638eowoeud
eeferf6ee
Bebajzerld
B8633307wee
33ebyejeey
30933¥039
S3eejowles
830303833e
BBe®E30037y
aoejjeb63e
ebewdejeed
ajesdBebBs
ByByb6EJeee
BoBooobE60H
£2530606086

e3a3e3byeer
33e5833630
Beeffveldy
a363oe3aee
eeeSffeds
3303066633
e3339esben
aeb3336306
ebjeejjge;
35oe333eve
e363390330
Iveebeva]
ebjvoeBuab
Begepeeldd
Sd33vewreER
eftfyyobee
9216625862030
B53006e0208

BB65B58888
o¥30033630
jwoveehijee
o833e333w3
jeejllebee
abjoeeetlb
30333EeRJID]
qreejowllb
a3e33B3o33
|336e3ab6emy
Bejojybebbe
Jesbeebje)
oebSvveSave
a8B86ve3330
583e3e3603
owjloleB63o
o3o8effesy
9300030030
eoB8003061d

opoweeewRe
3303338063
eeeH5333033
oejjeejbe]
ejeoweeb3HB
e2035edeee
2633363963
aejajesebe)
jed33306e)
Bawewellgye
aebbenjyjew
welvbyoowb
ee3ebyB303
wvaeelbvewdb
pex3bo33on
3583233690
a3 858en30308
063003ud66
BeabBaayos6H
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La secuencia de nucleétidos SEQ ID NO: 5 comprende en parte una secuencia que se pensaba que codificaba un
péptido desde los nucledtidos del 670 al 791; sin embargo, los autores de la invencién han determinado que en realidad
el péptido correcto, basdndose en la homologia, estd codificado por los nucleétidos del 3 al 380, proporcionando el
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inicio de traduccién correcto como MVCI (SEQ ID NO: 39; Tabla 6).

TABLA 6
Secuencia del polipéptido hWUP1 (SEQ ID NO: 39)

Met

Lys

Sex

Lys

Lys
65

val Cys Ile Pro Cys Ile Val Ile iro Val Leu Leu Trp Ile Tyr
5 0 15

Lys Phe Leu Glu Pro Tyr Ile 'g.\srr Pro Leu Val Ser Pro Phe Val
20 30

ArgIle'rrpProLysLysA%aIleGlnGluSerAsnnsp'rhrhsn
35 4 45

G%yLysValAsnPhels.ysGlyuaAspuetmclyLeuPm'l‘hr
5 S 60

Gly Pro Thr Glu Xle Cys Asp Lys Lys Lys Asp
70 75

También se ha identificado una secuencia humana muy similar (SEQ ID NO: 7).

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 7
Secuencia de nucleotidos de hWWUP2 (SEQ ID NO: 7)

ETTT
080T
020t
096
006
ovs
08sL
oZL
099
009
ors
13-4
1144
0S¢
00¢
ove
08T
0cT
09

elb3verde]
owvq36303\0
BB6veqy03063
aoeljeejee
ebbBedb363y
3056833303
3oeafiesjue
333633833e
|wejjjelel]y
w333eyubey
3300330380
vebeEdgoeb
eowBed5366
ebeenobB8y
Jueverede])
B53306vEd30
3562660300
9008e020856

203363533d
ewebjeewee
jejlijelde]
333ebeewye
owwebH36end
33eel3d3a63
ejoej3abye)
236303330
Bejabeibae
o3bebB8ejeb
Beehfjeyve]
egelvuewr)
Bee3ljjoeew
wqueiboqbey
23eb6309098
Be6SBeS33168
399529300320
0599308308

see
I3ed530ey
53335330
aeejbejeje
oeevefigfyeb
a5eoewebab
338306333
aenefejfed
3A3306e3B3w
eesuljaelbo
Besjjyeeb5o
eBjooehBye
eb3Bjaojeee
3Beeenbbee
3607300000
3103368ed033
eDq090623)
Baoaaoob6o
e363330868

eeeeeeRRER
Joo3ee3333
efg686vuee
|esrdd3613
aevejewafbe
3383333¥ed
uije3esjae
9836333B6%
e335033333
ojejefjeae
oebebyojela
erERvl3ED
Beowrvooebb
eoweeoejeb
3336630300
ao3bojelb]y
oaB30908968
BoBabbob6e
22668305088

eerweelljbe
veeuleRlER
Bb6B8ejebves
o6eabelS676
B86833733eeb
ejbefb636eb
810302323663
ebfejewe]ae
20336v8100
avvebiedye
333300e630
3eOdODwL6e
wereaweddRe
Jeeddjyvaebe
owjwjejege
a30531ea83 8
2850300660
399369806
a8a3o86600

ojj3edoeeRl]
39353ee33e
eeeejjefee
wvowowedo3b
eaBbvubjee
2338e0330
2393eeerell}
Baevjeejeeb
23w03008By
ejoejeiyno
393B633ve3h
eR003333®
13ebbywes
adwjeedbee
odbeb583003
a16563eveels
oBadoB6o6>
932625806656
oB3638e636
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Un polipéptido codificado por el SEQ ID NO: 7 se presenta en la Tabla 8 (SEQ ID NO: 39).

TABLA 8
Secuencia del polipéptido hWUP2 (SEQ ID NO: 39)

Met val Cys Ile Pro Cys Ile Val Ile Pro vVal leu Leu Trp Ile Tyrxr
1 5 10 15

Lys Lys Phe Leu Glu Pro Tyr Ile Tyr Pro Leu Val Ser Pro Phe Val
20 25 30

Ser Arg Ile Trp Pro Lys Lys Ala Yle Gln Glu Ser Asn Asp Thr Asn
35 40 45

Lys Gly Lys Valr-Asn Phe gys Gly Ala Asp Met Asn Gly Leu Pro Thr
60

Lys Gly Pro Thr Glu Ile Cys Asp Lys Lys Lys Asp
65 70 75

La Tabla 10 muestra las nuevas proteinas alineadas junto con otros péptidos putativos codificados por la extension
de la extension EST de rata (SEQ ID NO: 9), por una EST de conejo (GenBank C86606; SEQ ID NO: 10), por una
EST de peces (GenBank AU036392, SEQ ID NO: 11) y por una proteina putativa de Drosophila (GenBank O97172;
SEQ ID NO: 12). En la Tabla 10, el SEQ ID NO: 2 aparece nombrado como “cgrry0c0261_11202-243_EXT_REV”,
el SEQ ID NO: 4 es “ss.Cural6.3p.contig.full.991216_REVCOMP”, el SEQ ID NO: 6 es “V34238patented_rev” y el

SEQ ID NO: 8 es “87769892”.

TABLA 10
Boligls ASorroene
e wrsuen . ..--LLRGPARAKSQSP RRCAASCLLPPRRIRPAG. L RUACLR SQHE
%" V3&Upaantedpove -« . WGSMQPBRKRR¥LGG$RZ!BBW?k- e LP\;‘_{ACLRS HEEY
o Ceans e A M. P e T e S w o m o EIECA

Jeawy e P AR SN A m RS b e m e . et ann .

asCuralS 3p coutig ARSI
SERY AIDLI EXT wmon=ewess - AWASWWWRVTLAAVVSOLTSFDAVYR. IPQ
Sequ AUBSm rrbr R M E R, R, e, ek . '«sQ?mPV

fieelicnird L i UL F LE P Y 1L F i il Sy - *E . ... i
V3TRpatenicd sor ! Sy $g~-.xv’p*"":=: i g
CB40E HEF M'{sz Feaseanns XSRIRARETATY X
, .~-n.-.-t---na-—t\.h.n. 'JC'::»..M

gEyBATst N4 EXT ) 5 IR - :

63p oniig ll PI21 amf?m{nvq*tn 1 w-'\,m;
AIZ] 196rad_EXT : Y
Fkine s rd ERAI LH- - o e v e e BFf Y
oo HYirELLEE xg;:.x?wywsmmmw: S5 CPFYPOERCTE
g ] RGADL -~ - -~ -GRCEEE
mw.m \Q-;&{_ﬁ':ul.FT}'.u? T R g To "”"?"
34508 ' »;a"':nmz.?‘r;{s. R - = fi o
4 J" L I e L
cpydnst_112m.30 Fxr_Reviil B x:m,?'rz«:c:. S,
s Curnl 6 3p.costig RASILA SLETEG 7 hemyaarstenm —
ALZ311560 EXT v .-
AU - -—-—mw
oo mgnngs&mﬂsxxarm 3

SK— » e FEFFw
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Este alineamiento demuestra que SEQ ID NO: 9 es una proteina altamente conservada y demuestra que la Met de
MVCI (residuos 1-4 de SEQ ID NO: 9) indica una Met de Kozak que es el sitio de iniciacién de la traduccién. Un
analisis adicional indica que esta proteina es homologa a las proteinas serina-peptidasas sefial de tipo I. En E. coli, estas
proteinas son responsables de la escision de las secuencias conductoras N-terminales de las proteinas secretadas o de
las proteinas peripldsmicas. Prodom muestra una homologia muy buena con la proteina ATP-sintetasa del transporte
de iones hidrégeno de la membrana mitocondrial.

La homologia con la proteina de transmembrana se ajusta al perfil hidréfobo. El andlisis Blocks, mostrado en la
Figura 1, revela también una homologia con serina-proteasas.

PSORT (Nakai y Horton, 1999) predice que todos los ort6logos se localizan en la membrana del reticulo endoplés-
mico, pero la homologia con proteinas bacterianas y mitocondriales indica que WUP se localiza probablemente en la
membrana de la mitocondria. Debido a su homologia con las proteinas serina-peptidasas sefial de tipo I de E. coli,
WUP probablemente esté implicada en la introduccién y procesamiento mitocondriales de proteinas mitocondriales.

Los 4cidos nucleicos y las proteinas de la invencién son utiles para la fabricacién de medicamentos para el tra-
tamiento de cdnceres, que incluyen céncer de colon, cidncer de mama y melanoma. Sin embargo, ningtin uso médico
es parte de esta invencién como uso reivindicado. Por ejemplo, un cDNA que codifica WUP puede ser titil en terapia
génica y una proteina WUP puede ser titil cuando se administra a un individuo que la necesita. El nuevo dcido nucleico
que codifica WUP y la proteina WUP de la invencién también pueden ser ttiles en aplicaciones diagndsticas in vitro,
en las que se ha de determinar la presencia o una cantidad del 4cido nucleico o de la proteina. Estos materiales son
también ttiles en la generacion de anticuerpos que se unen de manera inmunoespecifica a las nuevas sustancias de la
invencién para uso en métodos diagndsticos o terapéuticos.

Polinucleotidos WUP

Uno de los aspectos de la invencién concierne a moléculas de dcido nucleico aisladas que codifican WUP, segtin
se definen en las reivindicaciones pendientes de aprobacion. Sus fragmentos de dcido nucleico pueden ser ttiles como
sondas de hibridacién para identificar dcidos nucleicos que codifican WUP (p. ej., los mRNA de WUP) y para usar
como cebadores de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para la amplificacién y/o mutacién de moléculas de
WUP. Una “molécula de 4dcido nucleico” incluye moléculas de DNA (p. ej., cDNA o DNA gendmico), moléculas de
RNA (p. ¢j., mRNA), andlogos del DNA o RNA generados usando andlogos, derivados y homologos de nucleétidos,
en los casos en los que dicha molécula tiene la identidad de secuencia definida en las reivindicaciones. La molécula
de 4cido nucleico puede ser monocatenaria o bicatenaria, pero preferiblemente comprende DNA bicatenario.

La secuencia natural de WUP de longitud parcial o de longitud completa se puede usar para “sacar” secuencias
similares (homoélogas) (Ausubel y col., 1987; Sambrook, 1989), tales como: (1) el cDNA de longitud completa o frag-
mentos del cDNA de WUP procedentes de una genoteca de cDNA de cualquier especie (p. €j., de especie humana,
murina, felina, canina, bacteriana, virica, retrovirica, de levaduras), (2) procedentes de células o tejidos, (3) varian-
tes dentro de una especie y (4) homolégos y variantes de otras especies. Para encontrar secuencias relacionadas que
pueden codificar genes relacionados, la sonda se puede disefiar para que codifique secuencias tinicas o secuencias
degeneradas. Las secuencias también pueden ser secuencias genémicas que incluyen promotores, elementos estimu-
ladores e intrones de la secuencia natural de WUP.

Por ejemplo, usando estas sondas se puede aislar una regién que codifica WUP en otras especies. Se disefia una
sonda de aproximadamente 40 bases, basada en WUP, y se fabrica. Para detectar las hibridaciones, las sondas se mar-
can usando, por ejemplo, radioisétopos tales como **P o S, o marcadores enziméticos tales como fosfatasa alcalina
acoplada a la sonda a través de sistemas de avidina-biotina. Las sondas marcadas se usan para detectar dcidos nuclei-
cos que tienen una secuencia complementaria a la de WUP en genotecas de cDNA, DNA gendémico o mRNA de una
especie deseada.

Esas sondas se pueden usar como parte de un kit de ensayo de diagndstico para identificar células o tejidos que
expresan de manera errénea un WUP, tal como midiendo el nivel de un WUP en una muestra de células de un individuo,
p. €j., detectando los niveles del mRNA de WUP o determinando si un WUP gendmico ha sido mutado o delecionado.

2. Acido nucleico aislado

Una molécula de un 4cido nucleico aislado estd separada de otras moléculas de dcido nucleico que se presentan en
la fuente natural del 4cido nucleico. Preferiblemente, un dcido nucleico aislado estds libre de secuencias que flanquean
al 4cido nucleico en la naturaleza (es decir, secuencias situadas en las terminaciones 5’ y 3° del 4cido nucleico) en el
DNA gendmico del organismo del que deriva el 4cido nucleico. Por ejemplo, en distintas realizaciones, las moléculas
aisladas de WUP pueden contener menos que aproximadamente 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb o 0,1 kb de
secuencias de nucledtidos que flanquean a la molécula de dcido nucleico de manera natural en el DNA gendmico de
la célula/tejido del que el 4cido nucleico deriva (p. €j., cerebro, corazén, higado, bazo, etc.). Ademads, una molécula
de 4cido nucleico aislada, tal como una molécula de cDNA, puede estar sustancialmente libre de otro material celular
o de medio de cultivo cuando es producida mediante técnicas recombinantes, o de precursores quimicos o de otros
productos quimicos cuando se sintetiza por métodos quimicos.
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Una molécula de 4cido nucleico de la invencion, p. ej., una molécula de dcido nucleico que tiene la secuencia de
nucledtidos de los SEQ ID NOS: 6 u 8, o un complemento de esta secuencia de nucleétidos anteriormente mencionada,
se puede aislar usando técnicas estdndar de biologia molecular y la informacién proporcionada sobre la secuencia.
Usando la totalidad o una porcién de la secuencia de 4cido nucleico de los SEQ ID NOS: 6 u 8 como sonda de
hibridacién, se pueden aislar moléculas de WUP usando técnicas estandar de hibridacién y clonacién (Ausubel y col.,
1987; Sambrook, 1989).

Se pueden usar técnicas de amplificacién por PCR para amplificar WUP usando como molde cDNA, mRNA o como
alternativa, DNA gendmico, y cebadores oligonucleotidicos adecuados. Esos dcidos nucleicos se pueden clonar en un
vector adecuado y se pueden caracterizar mediante andlisis de la secuencia de DNA. Ademas, los oligonucleétidos
que corresponden a las secuencias de WUP se pueden preparar mediante técnicas estdndar de sintesis, p. €j., con un
sintetizador de DNA automatico.

3. Oligonucledtido

Un oligonucleétido comprende una serie de residuos de nucleétidos unidos, teniendo dicho oligonucledtido un
nidmero suficiente de bases nucleotidicas para ser usadas en una reaccién de PCR o en otra aplicacién. Una secuen-
cia oligonucleotidica corta puede estar basada en, o se puede disefiar partiendo de, una secuencia genémica o una
secuencia de cDNA, y se usa para amplificar, confirmar o revelar la presencia de un DNA o RNA idéntico, similar
o complementario en una célula o tejido particular. Los oligonucleétidos comprenden porciones de una secuencia de
dcido nucleico que tiene una longitud de aproximadamente 10 nt, 50 nt, o 100 nt, preferiblemente una longitud de
aproximadamente de 15 nt a 30 nt. Un oligonucleétido que comprende una molécula de dcido nucleico con una lon-
gitud menor que 100 nt puede comprender ademads al menos 6 nucleétidos contiguos de los SEQ ID NOS: 56 7, o de
uno de sus complementos. Los oligonucleétidos se pueden sintetizar por métodos quimicos y se pueden usar también
como sondas.

4. Secuencias de dcido nucleico complementarias; union

En otra de las realizaciones, una molécula de acido nucleico aislada, de la invencién, comprende una molécula
de 4cido nucleico que es un complemento de la secuencia de nucledtidos mostrada en los SEQ ID NOS: 5 ¢ 7.
Una porcién de esta secuencia de nucledtidos (p. ej., un fragmento, se puede usar como sonda o cebador, o como
un fragmento que codifica una porcién biolégicamente activa de un WUP). Una molécula de 4cido nucleico que
es complementaria a la secuencia de nucle6tidos mostrada en los SEQ ID NOS: 5 6 7, es una molécula que es lo
suficientemente complementaria a la secuencia de nucle6tidos mostrada en los SEQ ID NOS: 5 6 7, que es capaz de
formar enlaces de hidrégeno con pocos o con ningiin desapareamiento con la secuencia de nucleétidos mostrada en
los SEQ ID NOS: 5 6 7, formando de este modo un duplex estable.

“Complementario” se refiere a la formacioén de pares de bases seglin Watson-Crick o Hoogsteen entre unidades
nucleotidicas de una molécula de dcido nucleico, y el término “unién” significa la interaccién fisica o quimica entre
dos polipéptidos o compuestos, o entre polipéptidos o compuestos asociados o entre sus combinaciones. El término
unidén incluye interacciones iénicas, no idénicas, de van der Waals, hidréfobas e interacciones similares. Una interaccién
fisica puede ser directa o indirecta. Las interacciones indirectas pueden tener lugar a través de, o pueden ser debidas a,
los efectos de otro polipéptido o compuesto. Unidn directa hace referencia a interacciones que no tienen lugar a través
de, o debido a, el efecto de otro polipéptido o compuesto, sino que en vez de ello tienen lugar sin otros intermediarios
quimicos sustanciales.

Los fragmentos de 4cido nucleico son de al menos 6 4cidos nucleicos (contiguos) o de al menos 4 aminodci-
dos (contiguos), longitud suficiente para permitir la hibridacién especifica en el caso de los 4cidos nucleicos, o el
reconocimiento especifico de un epitopo en el caso de los aminodcidos, respectivamente, y son en su mayoria una
porcién menor que una secuencia de longitud completa. Los fragmentos pueden derivar de una porcién contigua de
una secuencia de 4cido nucleico o de una secuencia de aminoacidos elegida.

5. Derivados y andlogos

Derivados son secuencias de 4cido nucleico o secuencias de aminoacidos formadas a partir de los compuestos
naturales ya sea directamente o ya sea mediante modificacion o mediante sustitucion parcial. Andlogos son secuencias
de 4cido nucleico o secuencias de aminoacidos que tienen una estructura similar, pero no idéntica, a la del compuesto
natural, pero que difieren de €l respecto a determinados componentes o cadenas laterales. Los andlogos pueden ser
sintéticos o pueden proceder de un origen evolutivo diferente y pueden presentar una actividad metabdlica similar u
opuesta comparados con el tipo salvaje. Los homélogos son secuencias de dcido nucleico o secuencias de aminoacidos
de un gen particular que derivan de especies diferentes.

Los derivados y andlogos pueden ser de longitud completa o pueden tener una longitud distinta de la longitud
completa si el derivado o andlogo contiene un acido nucleico o un aminoacido modificado, segiin se describe mas
adelante. Los derivados o andlogos de los dcidos nucleicos o de las proteinas incluyen, pero no se limitan a, moléculas
que comprenden regiones que son sustancialmente homoélogas a los dcidos nucleicos o a las proteinas de distintas
realizaciones, con una identidad de al menos aproximadamente el 70%, 80% o 95% (siendo una identidad preferida la
del 80% - 95%) a lo largo de una secuencia de 4cido nucleico o de una secuencia de aminoédcidos de tamafio idéntico, o
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cuando se comparan con una secuencia alineada en la que el alineamiento se realiza mediante un programa informatico
de homologia, conocido en la técnica, o cuando el 4cido nucleico que las codifica es capaz de hibridarse con el
complemento de una secuencia que codifica las proteinas anteriormente mencionadas en condiciones de rigurosidad,
de rigurosidad moderada o de baja rigurosidad (Ausubel y col., 1987).

6. Homologia

Una “secuencia de acido nucleico homéloga” o una “secuencia de aminodcidos homéloga” o sus variaciones, se
refieren a secuencias caracterizadas por una homologia a nivel de nucleétidos o a nivel de aminodcidos, segtn se ha
tratado en lo que antecede. Las secuencias de nucle6tidos homologas codifican las secuencias que codifican isoformas
de WUP. Las isoformas pueden ser expresadas en diferentes tejidos del mismo organismo, como resultado de, por
ejemplo, un procesamiento de RNA alternativo. Como alternativa, las isoformas pueden estar codificadas por genes
diferentes. En la invencion, las secuencias de nucleétidos homologas incluyen secuencias de nucledtidos que codifican
un WUP de especies diferentes a seres humanos, que incluyen, pero no se limitan a: vertebrados, y por lo tanto pueden
incluir, p. €j., rana, ratén, rata, conejo, perro, gato, vaca, caballo y otros organismos, en la medida en que entren dentro
del alcance de las reivindicaciones. Las secuencias de nucleétidos homdlogas también incluyen, pero no se limitan a,
variaciones alélicas y mutaciones presentes en la naturaleza, de las secuencias de nucledtidos que aqui se presentan.
Una secuencia de nucleétidos homéloga no incluye, sin embargo, la secuencia de nucleétidos exacta que codifica el
WUP humano. Las secuencias de 4cidos nucleicos homélogas incluyen las secuencias de dcido nucleico que codifican
sustituciones de aminodcidos conservativas (véase mds adelante) de los SEQ ID NOS: 6 u 8, asi como un polipéptido
que posee actividad bioldgica de WUP. Distintas actividades biolégicas de WUP se describen mds adelante, en la
medida en la que entren dentro del alcance de las reivindicaciones.

7. Marcos de lectura abiertos

El marco de lectura abierto (ORF) (del inglés, “Open Reading Frame’) de un gen WUP codifica WUP. Un ORF
es una secuencia de nucleétidos que contiene un codén de iniciacién (ATG) y que finaliza con uno de los tres codones
de “terminacién” (TAA, TAG o TGA). En esta invencién, sin embargo, un ORF puede ser cualquier parte de una
secuencia codificadora que puede comprender o no un codén de iniciacién y un codén de terminacién. Para obtener
una secuencia Unica, los ORF de WUP preferibles codifican al menos 50 amino4cidos.

Polipéptidos WUP
1. Forma madura

Un WUP puede codificar un WUP maduro. Una forma “madura” de un polipéptido, o una forma “madura” des-
crita en la presente invencion, es el producto de un polipéptido presente en la naturaleza o una forma precursora o
una proproteina. El polipéptido presente en la naturaleza, el precursor o la proproteina incluye, a modo de ejemplo
no limitativo, el producto génico de longitud completa, codificado por el correspondiente gen. Como alternativa, se
puede definir como el polipéptido, el precursor o la proproteina codificados por un marco de lectura abierto aqui
descrito. La forma “madura” del producto se produce, de nuevo a modo de ejemplo no limitativo, como resultado
de una o mds etapas del procesamiento que tiene lugar en la naturaleza en la medida en la que pueden tener lugar
dentro de la célula, o de la célula hospedadora, en la que el producto génico se produce. Ejemplos de estas etapas
de procesamiento que conducen a una forma “madura” de un polipéptido o de una proteina, incluyen la escisién del
residuo de metionina N-terminal codificado por el codén de iniciacién de un marco de lectura abierto, o la escisién
proteolitica de un péptido sefial o de una secuencia conductora. Por lo tanto una forma madura que se produce a partir
de un polipéptido precursor o de una proteina precursora que tiene los residuos de 1 a N, en la que el residuo 1 es la
metionina N-terminal, tendria los residuos del 2 al N que quedarian después de retirar la metionina N-terminal. Como
alternativa, una forma madura que se produce a partir de un polipéptido precursor o una proteina precursora que tiene
los residuos de 1 a N, en la que una secuencia sefial N-terminal, que va desde el residuo 1 hasta el residuo M, es
escindida, tendria los residuos restantes que van desde el residuo M+1 hasta el residuo N. Ademads, segtin aqui se usa,
una forma “madura” de un polipéptido o una proteina puede producirse en una etapa de modificacién postraduccional
en vez de en un evento de escision proteolitica. Esos procedimientos adicionales incluyen, a modo de ejemplo no limi-
tativo, glicosilacién, miristoilacién o fosforilacién. En general, un polipéptido maduro o una proteina madura pueden
ser el resultado de la operacién de solamente uno de estos procedimientos, o de una combinacién de cualquiera de
ellos.

2. Activo

Un polipéptido WUP activo conserva una actividad bioldgica y/o una actividad inmunoldgica similar, pero no
necesariamente idéntica, a una actividad de un polipéptido WUP de la invencién, presente en la naturaleza (de ti-
po salvaje), incluyendo las formas maduras. Un ensayo bioldgico particular, con o sin dependencia de la dosis, se
puede usar para determinar la actividad de WUP. Actividad inmunoldgica se refiere a la capacidad para inducir la
produccién de un anticuerpo contra un epitopo antigénico poseido por un WUP natural. Actividad bioldgica se refiere
a una funcion, ya sea inhibidora o estimuladora, causada por un WUP natural, que excluye la actividad inmunold-
gica.
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Variante de dcidos nucleicos WUP y su hibridacion

1. Polinuclectidos, genesy genes recombinantes variantes. La invencion abarca ademds moléculas de acido nuclei-
co que tienen la identidad de secuencia definida en las reivindicaciones, que difieren de las secuencias de nucleétidos
mostradas en los SEQ ID NOS: 5 6 7 debido a la degeneracion del cédigo genético y por lo tanto codifican el mismo
WUP que el que codifican las secuencias de nucleétidos mostradas en los SEQ ID NO NOS: 5 6 7. Un molécula de
dcido nucleico aislado de la invencién tiene una secuencia de nucledtidos que codifican una proteina que tiene una
secuencia de aminoacidos mostrada en los SEQ ID NOS: 6 u 8.

Ademas de las secuencias de WUP mostradas en los SEQ ID NOS: 5 6 7, en una poblacién pueden existir poli-
morfismos de las secuencias de DNA que cambian las secuencias de aminodcidos de WUP. Por ejemplo, la variacién
alélica entre los individuos exhibird un polimorfismo genético en WUP. El término “gen” y la expresion “gen recombi-
nante” se refieren a moléculas de 4cido nucleico que comprenden un marco de lectura abierto (ORF) que codifica WUP,
preferiblemente un WUP de vertebrados. Esas variaciones alélicas naturales pueden tipicamente dar como resultado
una varianza del 1% - 5% en WUP. Cualquiera y la totalidad de esas variaciones de nucleétidos y los polimorfismos
de aminodcidos resultantes en el WUP, que son el resultado de la variacién alélica natural y que no alteran la actividad
funcional del WUP, estan incluidas en el alcance de la invencion.

Ademds, los WUP de otras especies que tienen una secuencia de nucleétidos que difiere de la secuencia de los SEQ
ID NOS: 5 6 7, se contemplan segun se definen en las reivindicaciones. Las moléculas de dcido nucleico correspon-
dientes a las variantes alélicas y a los homdlogos naturales de los cDNA de los WUP se pueden aislar sobre la base de
su homologia con los WUP de los SEQ ID NOS: 5 ¢ 7, usando sondas derivadas de cDNA para que se hibriden con
las secuencias homdlogas de WUP en condiciones de rigurosidad.

“Polinucleétido WUP variante” o “secuencia de dcido nucleico WUP variante” significa una molécula de acido
nucleico que codifica un polipéptido WUP activo segtin se define en las reivindicaciones, y que tiene (1) una identidad
de secuencia de acido nucleico de al menos el 80% con el SEQ ID NO: 7 o una identidad de al menos el 90%
con el SEQ ID NO: 5, (2) un WUP natural de longitud completa que carece del péptido sefial. Generalmente, un
polinucleétido WUP variante presentard una identidad de secuencia de 4dcido nucleico de al menos el 80% con el
SEQ ID NO: 7, o una identidad de secuencia de 4cido nucleico de al menos el 90% con el SEQ ID NO: 5 y adn
mas preferiblemente, una identidad de secuencia de 4cido nucleico de al menos aproximadamente el 98% con la
secuencia de 4dcido nucleico del SEQ ID NOS: 5 6 7. Un polinucleétido WUP variante puede codificar el WUP
natural de longitud completa que carece del péptido sefial. Las variantes no abarcan la secuencia de nucleétidos
natural.

“Porcentaje (%) de identidad de secuencia de 4cido nucleico” con respecto a las secuencias de dcido nucleico
que codifican WUP, aqui identificadas, se define como el porcentaje de nucleétidos de una secuencia candidata que
son idénticos a los nucledtidos de la secuencia de WUP de interés, después de alinear las secuencias y de introducir
huecos, cuando es necesario, para obtener el porcentaje maximo de identidad de secuencia. El alineamiento con el fin
de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de 4cido nucleico se puede obtener de diferentes modos que
estdn dentro de la experiencia en la técnica, por ejemplo, usando programas informdticos ptblicamente disponibles
tales como los programas BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la técnica saben
determinar los pardmetros adecuados para medir el alineamiento, que incluyen los algoritmos necesarios para obtener
el alineamiento maximo a lo largo de la longitud completa de las secuencias que se estin comparando.

Cuando se alinean secuencias de nucledtidos, el % de identidad de la secuencia de 4cido nucleico de una secuencia
de 4cido nucleico C determinada, con respecto a, con o frente a, una secuencia de dcido nucleico D determinada (que
como alternativa puede estar expresada como una secuencia de dcido nucleico C determinada que tiene o comprende
un cierto % de identidad de secuencia de 4cido nucleico con respecto a, con o frente a una secuencia de dcido nucleico
D), se puede calcular de la siguiente manera:

% de identidad de secuencia de acido nucleico = W/Z -100
en donde:

W es el nimero de nucleétidos puntuados como correspondencias idénticas mediante aplicacion de los programas
o algoritmos de alineamientos de secuencias al alineamiento de Cy D, y

Z es el nimero total de nucleétidos de D.

Cuando la longitud de la secuencia de 4cido nucleico C no es igual a la longitud de la secuencia de 4cido nucleico
D, el % de identidad de secuencia de 4cido nucleico de C con respecto a D no serd igual al % de porcentaje de identidad
de secuencia de 4cido nucleico de D con respecto a C.

2. Rigurosidad

Se pueden obtener homologos (es decir, dcidos nucleicos que codifican un WUP derivado de especies distintas
de la especie humana) u otras secuencias relacionadas (p. ej., pardlogos) mediante una hibridacién en condiciones de
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rigurosidad baja, moderada o alta, con la totalidad o con una porcién de la secuencia humana particular usada como
sonda, utilizando métodos muy conocidos en la técnica para la hibridacién y clonacién de dcidos nucleicos.

La especificidad de un DNA monocatenario para hibridarse con fragmentos complementarios viene determinada
por la “rigurosidad” de las condiciones de reaccion. La rigurosidad de la hibridacién aumenta a medida en la que la
predisposicion del DNA a formar diplex disminuye. En reacciones de hibridacién de dcidos nucleicos, la rigurosidad
se puede elegir para favorecer hibridaciones especificas (rigurosidad alta), que se pueden usar para identificar, por
ejemplo, clones de longitud completa en una genoteca. Se pueden usar hibridaciones menos especificas (rigurosidad
baja) para identificar moléculas de DNA (homdlogas pero no idénticas) o segmentos de DNA relacionados pero no
exactos.

Los diplex de DNA se estabilizan por medio de: (1) el nimero de pares de bases complementarias, (2) el tipo de
pares de bases, (3) la concentracién de sales (fuerza idnica) de la mezcla de reaccidn, (4) la temperatura de la reaccién
y (5) la presencia de determinados disolventes organicos, tales como la formamida que disminuye la estabilidad de los
diplex de DNA. En general, cuanto mds larga es la sonda, mds alta es la temperatura requerida para una renaturaliza-
cion correcta. Una estrategia comun es variar la temperatura: temperaturas relativas mds altas producen condiciones
de reaccién mads rigurosas. (Ausubel y col., 1987) proporcionan una excelente explicacion de la rigurosidad de las
reacciones de hibridacion.

Hibridar en “condiciones rigurosas” describe protocolos de hibridacion en los que secuencias de nucleétidos que
son homdlogas entre si al menos en el 60%, quedan hibridadas. Generalmente, las condiciones rigurosas se seleccionan
de manera que sean de aproximadamente 5°C por debajo del punto de fusién térmica (Tm) (del inglés, “Thermal
melting point”) correspondiente a la secuencia especifica, a una fuerza iénica y a un pH definidos. La Tm es la
temperatura (en condiciones definidas de fuerza i6nica, pH y concentracion de dcido nucleico) a la que el 50% de las
sondas complementarias a la secuencia diana, se hibridan con la secuencia diana en el equilibrio. Debido a que las
secuencias diana generalmente estin presentes en exceso, a la Tm el 50% de las sondas estan ocupadas en el equilibrio.

(a) Rigurosidad alta

“Condiciones de hibridacién rigurosas” son condiciones que permiten que una sonda, cebador u oligonucleétido se
hibride solamente con su secuencia diana. Las condiciones rigurosas son dependientes de la secuencia y serdn distintas.
Las condiciones rigurosas comprenden: (1) lavados a fuerza idnica baja y temperatura alta (p. €j., cloruro sédico 15
mM, citrato sédico 1,5 mM, dodecilsulfato sédico al 0,1%, a 50°C; (2) presencia de un agente desnaturalizante durante
la hibridacién (p. €j., formamida al 50% (v/v), albiimina de suero bovino al 0,1%, Ficoll al 0,1%, polivinilpirrolidona
al 0,1%, tampdn de fosfato sédico 50 mM (pH 6,5; cloruro sédico 750 mM, citrato sédico 75 mM, a 42°C); o (3)
formamida al 50%. Los lavados también comprenden tipicamente SSC 5X (NaCl 0,75 M, citrato sédico 75 mM),
fosfato sédico 50 mM (pH 6,8), pirofosfato sédico al 0,1%, Disolucién de Denhardt 5X, DNA de esperma de salmén
sometido a sonicacién (50 ug/ml), SDS al 0,1% y sulfato de dextrano al 10%, a 42°C, con lavados a 42°C en SSC 0,2X
(cloruro sédico/citrato s6dico) y formamida al 50%, a 55°C, seguidos de un lavado en condiciones de rigurosidad
alta que consiste en SSC 0,1X que contiene EDTA, a 55°C. Preferiblemente, las condiciones son tales que secuencias
homologas entre si en al menos aproximadamente el 65%, 70%, 75%, 85%, 90%, 95%, 98% o 99%, tipicamente
quedan hibridadas entre si. Estas condiciones se presentan como ejemplos y no quieren ser limitativas.

(b) Rigurosidad moderada

Las “condiciones moderadamente rigurosas” usan disoluciones de lavado y condiciones de hibridacién que son
menos rigurosas (Sambrook, 1989), de manera que un polinucleétido se hibridara con derivados o andlogos completos
de los SEQ ID NOS: 5 6 7. Uno de los ejemplos comprende la hibridacién en SSC 6X, disolucién de Denhardt 5X,
SDS al 0,5% y DNA desnaturalizado de esperma de salmén 100 mg/ml, a 55°C, seguida de uno o mas lavados en
SSC 1X, SDS al 0,1%, a 37°C. La temperatura, fuerza iénica, etc., se pueden ajustar para que se acomoden a factores
experimentales tales como la longitud de las sondas. Otras condiciones de rigurosidad moderada se describen en
(Ausubel y col., 1987; Kriegler, 1990).

(c) Rigurosidad baja

Las “condiciones de rigurosidad baja” usan disoluciones de lavado y condiciones de hibridacién que son menos
rigurosas que las correspondientes a la rigurosidad moderada (Sambrook, 1989), de manera que un polinucledtido se
hibridar4 con los derivados o andlogos completos de los SEQ ID NOS: 5 6 7. Un ejemplo no limitativo de condiciones
de hibridacién de rigurosidad baja son una hibridacién en formamida al 35%, SSC 5X, Tris-HCl 50 mM (pH 7,5),
EDTA 5 mM, PVP al 0,2%, Ficoll al 0,02%, BSA al 0,2%, DNA desnaturalizado de esperma de salmén 100 mg/ml,
sulfato de dextrano al 10% (p/v), a 40°C, seguida de uno o mas lavados en SSC 2X, Tris-HCI1 25 mM (pH 7,4), EDTA
S5mMy SDS al 0,1% SDS, a 50°C. Otras condiciones de rigurosidad baja, tales como las hibridaciones entre especies
diferentes, se describen en (Ausubel y col., 1987; Kriegler, 1990; Shilo y Weinberg, 1981).

3. Mutaciones conservadoras

Ademds de las variantes alélicas de WUP presentes en la naturaleza, se pueden introducir cambios mediante mu-
tacion en los SEQ ID NOS: 5 6 7 que provocan alteraciones en las secuencias de aminodcidos del WUP codificado
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que no alteran la funcién del WUP. Por ejemplo, se pueden realizar sustituciones de nucleétidos que dan lugar a sus-
tituciones de aminodcidos en residuos de aminoacidos “no esenciales”, en las secuencias de los SEQ ID NOS: 6 u
8. Un residuo de aminodacido “no esencial” es un residuo que puede ser alterado en las secuencias de tipo salvaje de
WUP sin alterar su actividad bioldgica, mientras que un residuo de aminodcido “esencial” es requerido para esa acti-
vidad biolégica. Por ejemplo, los residuos de aminodcidos que estdn conservados entre los WUP de la invencidn, se
pronostica que son particularmente no susceptibles de experimentar alteracidn. Los aminodcidos en los que se pueden
realizar sustituciones conservadoras son muy conocidos en la técnica.

En la Tabla A se muestran sustituciones conservadoras ttiles en “Sustituciones preferidas”. Las sustituciones con-
servadoras en las que un aminoécido de una clase es sustituido por otro aminoécido del mismo tipo, caen dentro del
alcance de la presente invencion siempre que esa sustitucion no altere materialmente la actividad bioldgica del com-
puesto. Si esas sustituciones dan como resultado un cambio en la actividad bioldgica, entonces se introducen mas
cambios sustanciales, indicados en la Tabla B como ilustrativos, y los productos se someten a escrutinio con respecto
a la actividad biolégica del polipéptido WUP.

TABLA A

Sustituciones preferidas

Residuo original Sustituciones ilus- | Sustituciones prefe-

trativas ridas
Ala (A) Vval, Leu, Ile Val
Arg (R9) Lys, Gln, Asn Lys
Asn (N) Gln, His, Lys, Arg Gln
Asp (D) Glu Glu
Cys (C) Ser Ser
Gln (Q) Asn Asn
Glu (E) Asp Asp
Gly (G) Pro, Ala Ala
His (H) Asn, Gln, Lys, Arg Arg
Ile (I) Leu, Val, Met, Ala, Leu

Phe, Norleucina
Leu (L) Norleucina, Ile, Ile
Val, Met, Ala, Phe
Lys (K) Arg, Gln, Asn Arg
Met (M) Leu, Phe, Ile Leu
Phe (F) Leu, Val, Ile, Ala Leu
Tyr

Pro (P) Ala Ala
Ser (8) Thr Thr
Thr (T) Ser Ser
Trp (W) Tyr, Phe Tyr
Tyr (Y) Trp, Phe, Thr, Ser Phe
val (V) Ile, Leu, Met, Phe, Leu

Ala, Ile,

Norleucina, Ala

Las sustituciones no conservadoras que afectan (1) la estructura de la cadena principal del polipéptido, tales como
una conformacién en lamina 8 o en hélice a, (2) la carga o (3) el caracter hidréfobo o (4) el volumen de la cadena lateral
del sitio diana, pueden modificar la funcién o la identidad inmunolégica del polipéptido WUP. Los residuos se dividen
en grupos basados en propiedades de las cadenas laterales comunes, segtin se indica en la Tabla B. Las sustituciones no
conservadoras implican el intercambio de un miembro de una de estas clases por otra clase. Las sustituciones se pueden
introducir en sitios de sustituciones conservadoras o mds preferiblemente en sitios de sustituciones no conservadoras.
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TABLA B

Clases de aminodcidos

Clase Aminoédcidos
hidréfobos Norleucina, Met, Ala, Val,
Leu, Ile
hidréfilos neutros Cys, Ser, Thr
acidos Asp, Glu
basicos Asn, Gln, His, Lys, Arg
conformacién de cadena partida Gly, Pro
aromdticos Trp, Tyr, Phe

Los polipéptidos variantes se pueden preparar usando métodos conocidos en la técnica, tales como la mutagénesis
mediada por oligonucleétidos (mutagénesis dirigida a sitios especificos), barridos de alanina y mutagénesis mediante
PCR. La mutagénesis dirigida a sitios especificos (Carter, 1986; Zoller y Smith, 1987), mutagénesis de casete, muta-
génesis de seleccion mediante restriccion (Wells y col., 1985) u otras técnicas conocidas se pueden realizar en el DNA
clonado para producir el DNA variante de WUP. (Ausubel y col., 1987; Sambrook, 1989).

En una de las realizaciones, la molécula de 4cido nucleico aislado comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica una proteina, en la que la proteina comprende una secuencia de aminoécidos que es homoéloga al menos en el
80%, 90% y maés preferiblemente en aproximadamente el 95% con los SEQ ID NOS: 6 u 8.

4. Acidos nucleicos anti-sentido

El uso de oligonucledtidos WUP con sentido y antisentido puede prevenir la expresion de polipéptidos WUP.
Estos oligonucledtidos se unen a las secuencias de dcidos nucleicos diana, formando diplex que bloquean la trans-
cripcién o traduccién de la secuencia diana aumentando la degradacion de los diplex, terminando prematuramente la
transcripcién o traduccién, o mediante otro medio.

Los oligonucledtidos con sentido o antisentido son 4cidos nucleicos monocatenarios, ya sean RNA o DNA, que
se pueden unir a secuencias del mRNA diana (con sentido) de WUP o del DNA (antisentido) de WUP. Los &cidos
nucleicos antisentido se pueden disefiar conforme a las reglas de apareamiento de bases de Watson y Crick o de
Hoogsteen. La molécula de dcido nucleico antisentido puede ser complementaria a la region codificadora completa del
mRNA de WUP, pero mas preferiblemente, a s6lo una porcién de la regién codificadora o de la regién no codificadora
del mRNA de WUP. Por ejemplo, el oligonucledtido antisentido puede ser complementario a la regién que rodea
el sitio de iniciacién de la traduccién del mRNA de WUP. Los oligonucleétidos con sentido o antisentido pueden
comprender un fragmento de la region codificadora del DNA de WUP de al menos aproximadamente 14 nucleétidos,
preferiblemente desde aproximadamente 14 nucledtidos hasta 30 nucledtidos. En general, las moléculas de RNA o
DNA antisentido pueden comprender al menos, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,
100 bases de longitud o mds. Entre otros, (Stein y Cohen, 1988; van der Krol y col., 1988b) describen métodos para
formar derivados de oligonucledtidos antisentido a partir de una secuencia de DNA determinada.

Ejemplos de nucledtidos modificados que se pueden usar para generar el dcido nucleico antisentido incluyen: 5-
fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracil, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, S-(carboxihidroxil-
metil)uracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo, beta-D-galac-
tosilqueosina, inosine, N6-isopentenil-adenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-dimetil-guanina, 2-metiladenina,
2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-metilamino-metiluracilo, 5-metoxia-
minometil-2-tiouracilo, beta-D-manosilqueosina, 5’-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxi-uracilo, 2-metiltio-N6-iso-
penteniladenina, dcido uracil-5-oxiacético (v), wybutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tioura-
cilo, 2-tiouracil, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, metiléster del acido acido uracil-5-oxiacético, acido uracil-5-oxiacético
(v), 5-metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil)uracilo, (acp3)w y 2,6-dian-tinopuiina. Como alternativa,
el 4cido nucleico antisentido se puede producir mediante métodos bioldgicos usando un vector de expresion den-
tro del cual se ha subclonado un dcido nucleico en una orientacién antisentido de manera que el RNA trascrito serd
complementario a un 4cido nucleico diana de interés.

Para introducir oligonucleétidos antisentido o con sentido en células diana (células que contienen la secuencia de
acido nucleico diana), se puede usar cualquier método de transferencia génica. Ejemplos de métodos de transferencia
génica incluyen (1) métodos biolégicos, tales como los vectores de transferencia génica similares al virus de Epstein-
Barr o la conjugacién del DNA exdgeno a una molécula de unién a ligando, (2) métodos fisicos, tales como electropo-
racién e inyeccién y (3) métodos quimicos, tales como la precipitacién con CaPO, y los complejos de oligonucledtido-
lipido.
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Un oligonucledtido antisentido o con sentido se inserta en un vector retrovirico adecuado para transferencia génica.
Una célula que contiene la secuencia de 4cido nucleico diana se pone en contacto con el vector retrovirico recombinan-
te, ya sea in vivo o ex vivo. Ejemplos de vectores retroviricos adecuados incluyen los derivados del retrovirus murino
M-MuLV, N2 (un retrovirus derivado de M-MuLV), o los vectores de copia doble denominados DCT5A, DCTSB y
DCT5C (documento WO 90/13641, 1990). Para conseguir una transcripcién suficiente de la molécula de dcido nuclei-
co, se prefieren construcciones de los vectores en los que la transcripcion de la molécula de acido nucleico antisentido
estd controlada por un promotor fuerte pol II o pol III.

Para especificar las células diana en una poblacién mixta de células, se puede sacar provecho de los receptores
de superficie celular que son especificos de las células diana. Oligonucleétidos antisentido y con sentido se conjugan
con una molécula de unién a ligando, segin se describe en el (documento WO 91/04753, 1991). Se eligen ligandos
de receptores que son especificos para las células diana. Ejemplos de moléculas adecuadas de unién a ligando inclu-
yen receptores de superficie celular, factores de crecimiento, citoquinas u otros ligandos que se unen a receptores o
moléculas de superficie celular. Preferiblemente, la conjugacién de la molécula de unién a ligando, no interfiere sus-
tancialmente con la capacidad de los receptores o de la molécula para unirse al conjugado ligando-molécula de unién,
o para bloquear la entrada del oligonucleétido con sentido o antisentido o de su version conjugada en la célula.

Los liposomas transfieren eficientemente oligonucleétidos con sentido o antisentido a las células (documento WO
90/10448, 1990). El complejo constituido por oligonucleétido con sentido o antisentido-lipido preferiblemente es
disociado dentro de la célula por accién de una lipasa endégena.

La molécula de dcido nucleico antisentido de la invencién puede ser una molécula de dcido nucleico @-anomérico.
Un 4cido nucleico a@-anomérico forma hibridos bicatenarios especificos con un RNA complementario, en los que al
contrario de lo que sucede con las unidades « usuales, las cadenas corren paralelas entre si (Gautier y col., 1987). La
molécula de dcido nucleico antisentido puede comprender también un 2’-o-metilribonucleétido (Inoue y col., 1987a)
o un andlogo quimérico de RNA-DNA (Inoue y col., 1987b).

Un 4cido nucleico antisentido de la invencién puede ser una ribozima. Las ribozimas son moléculas de RNA
cataliticas con actividad de ribonucleasa, que son capaces de escindir un acido nucleico monocatenario, tal como un
mRNA, con respecto al que tienen una regiéon complementaria. Por lo tanto, se pueden usar las ribozimas, tales como
las ribozimas de tipo cabeza de martillo (Haseloff y Gerlach, 1988), para escindir cataliticamente transcritos de mRNA
de WUP e inhibir asi su traduccion. Se puede disefiar una ribozima especifica para un 4cido nucleico que codifica WUP
sobre la base de la secuencia de nucledtidos del cDNA de WUP (es decir, los SEQ ID NOS: 5 6 7. Por ejemplo, se
puede construir un derivado de un RNA de Tetrahymena L-19 IVS en el que la secuencia de nucleétidos del centro
activo es complementaria a la secuencia de nucledtidos que ha de ser escindida en un mRNA que codifica WUP (Cech
y col., Patente de EE.UU. Nim. 5.116.742, 1992; Cech y col., Patente de EE. UU. Nim. 4.987.071, 1991). También
se puede usar un mRNA de WUP para seleccionar un RNA catalitico que presenta una actividad de ribonucleasa
especifica, en un material reunido de moléculas de RNA (Bartel y Szostak, 1993).

Como alternativa, la expresiéon de WUP puede ser inhibida dirigiendo secuencias de nucle6tidos complementarias
a la region reguladora del WUP (p. ej., a la region del promotor y/o de secuencias estimuladoras de WUP) para formar
estructuras de triple hélice que previenen la transcripcion del WUP en células diana (Helene, 1991; Helene y col.,
1992; Maher, 1992).

Modificaciones de nucledtidos antisentido o con sentido pueden aumentar su eficacia. Enlaces de aziicar-fosfo-
diéster modificados u otras uniones con azicares (documento WO 91/06629, 1991), aumentan la estabilidad in vivo
confiriendo resistencia a nucleasas endégenas sin alterar la especificidad de unién a las secuencias diana. Otras mo-
dificaciones pueden aumentar las afinidades de los oligonucleétidos por sus dianas, tales como las modificaciones
con restos orgédnicos unidos covalentemente (documento WO 90/10448, 1990) o con poli-(L)-lisina. Otras uniones
modifican las especificidades de unién de los nucleétidos por sus dianas, e incluyen complejos con metales o agentes
intercalantes (p. ej. elipticina) y agentes alquilantes.

Por ejemplo, la cadena principal de fosfato de desoxirribosa de los 4cidos nucleicos, se puede modificar para

generar 4cidos nucleicos peptidicos (Hyrup y Nielsen, 1996). “Acidos nucleicos peptidicos” o “PNA” se refieren a
compuestos miméticos de acidos nucleicos (p. €j., compuestos miméticos de DNA) en el sentido de que la cadena
principal de fosfato de desoxirribosa se ha reemplazado por una cadena principal pseudopeptidica y solamente se
conservan las cuatro nucleobases naturales. La cadena principal neutra de los PNA permite su hibridacién especifica
a DNA y RNA en condiciones de baja fuerza idnica. La sintesis de oligdmeros de PNA se puede realizar usando
protocolos estdndar de sintesis de péptidos en fase sélida (Hyrup y Nielsen, 1996; Perry-O’Keefe y col., 1996).

Los PNA de WUP se pueden usar para aplicaciones terapéuticas y diagndsticas. Por ejemplo, los PNA se pueden
usar como agentes antisentido o antigenes para la modulacidn, especifica de secuencia, de la expresién génica, indu-
ciendo la parada de la transcripcion o traduccién o inhibiendo la replicacién. Los PNA de WUP también se pueden
usar en los andlisis de mutaciones de un tnico par de bases (p. €j., la sujecién de la PCR dirigida por PNA; como
enzimas de restriccion artificiales cuando se usan en combinacidn con otras enzimas, p. €j., nucleasas S; (Hyrup y
Nielsen, 1996); o como sondas o cebadores de una secuencia de DNA y de hibridacién (Hyrup y Nielsen, 1996; Perry-
O’Keefe y col., 1996).
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Los PNA de WUP se pueden modificar para aumentar su estabilidad o su incorporacién celular. A los PNA se les
puede afnadir grupos lipéfilos u otros grupos auxiliares, se pueden formar dimeros de PNA-DNA, o se pueden usar
liposomas u otras técnicas de liberacion de farmacos. Por ejemplo, se pueden generar quimeras de PNA-DNA que
pueden aunar las propiedades ventajosas del PNA y del DNA. Esas quimeras permiten a las enzimas de reconocimiento
de DNA (p. ¢j., RNasa H y DNA-polimerasas) interaccionar con la porcién de DNA, al mismo tiempo que la porcién
de PNA proporciona una elevada afinidad y especificidad de unién. Las quimeras de PNA-DNA se pueden unir usando
fragmentos enlazadores de longitudes adecuadas, seleccionados en relacién con el apilamiento de bases, el nimero
de enlaces existentes entre las nucleobases y la orientacién (Hyrup y Nielsen, 1996). Se puede realizar la sintesis de
quimeras PNA-DNA (Finn y col., 1996; Hyrup y Nielsen, 1996). Por ejemplo, una cadena de DNA se puede sintetizar
sobre un soporte sélido usando la quimica estdndar de acoplamiento con fosforamidita y andlogos de nucledsidos
modificados, p. €j., se puede usar la fosforamidita de la 5’-(4-metoxitritil)amino-5’-desoxi-timidina entre el PNA
y el extremo 5’ del DNA (Finn y col., 1996; Hyrup y Nielsen, 1996). Los monémeros de PNA se acoplan luego
gradualmente paso a paso para producir una molécula quimérica con un segmento 5’ de PNA y con un segmento 3’
del DNA (Finn y col., 1996). Como alternativa, las moléculas quiméricas se pueden sintetizar con un segmento 5’ de
DNA y con un segmento 3’ de PNA (Petersen y col., 1976).

El oligonucleétido puede incluir otros grupos anexionados tales como péptidos (p. €j., para el direccionamiento
hacia receptores de células hospedadoras in vivo), o agentes que facilitan el transporte a través de la membrana celular
(Lemaitre y col., 1987; Letsinger y col., 1989) o la Publicacién de PCT Num. WO88/09810) o a través de la barrera
hematoencefilica (p. €j., la Publicacién de PCT Nim. WO 89/10134). Ademas, los oligonucleétidos se pueden modi-
ficar con agentes de escision desencadenada por hibridacién (van der Krol y col., 1988a) o con agentes intercalantes
(Zon, 1988). El oligonucleétido se puede conjugar con otra molécula, p. €j., un péptido, un agente favorecedor de la
formacién de enlaces cruzados desencadenada por hibridacién, un agente de transporte, polipéptidos como los defini-
dos en las reivindicaciones pendientes de aprobacion, agentes de escision desencadenada por hibridacién, y moléculas
similares.

Polipéptidos WUP

Uno de los aspectos de la invencién concierne a polipéptidos WUP aislados, segtin se definen en las reivindicacio-
nes pendientes de aprobacién. Estos polipéptidos son adecuados para usar como inmundgenos para generar anticuerpos
anti-WUP. En una de las realizaciones, se puede aislar un WUP natural a partir de células o de fuentes procedentes de
tejidos mediante un esquema de purificacién adecuado usando técnicas estandar de purificacién de proteinas. En otra
de las realizaciones, los WUP se producen mediante técnicas de DNA recombinante. Como alternativa a la expresion
recombinante, un WUP o un polipéptido se puede sintetizar por métodos quimicos usando técnicas estandar de sintesis
de péptidos.

1. Polipéptidos

Un polipéptido WUP incluye la secuencia de aminoacidos de WUP, secuencias que se proporcionan en los SEQ ID
NOS: 6 u 8. La invencion también incluye una proteina mutante o variante que tiene la identidad de secuencia definida
en las reivindicaciones y en la que cualquiera de sus residuos se pueden cambiar partiendo de los correspondientes
residuos mostrados en los SEQ ID NOS: 6 u 8, mientras siga codificando una proteina que mantenga las actividades y
las funciones fisioldgicas de WUP, siendo dicho polipéptido un polipéptido WUP activo.

2. Polipéptidos WUP variantes

En general, una variante de WUP es un polipéptido que conserva una funcién similar a la de WUP e incluye toda
variante en la que residuos situados en una posicién concreta de la secuencia han sido sustituidos por otros aminod-
cidos, e incluye ademads la posibilidad de insertar un residuo o residuos adicionales entre dos residuos de la proteina
original, asi como la posibilidad de delecionar uno o més residuos de la secuencia original. Cualquier sustitucion,
insercién o delecién de aminodcidos estd abarcada por la invencion. En circunstancias favorables, la sustitucién es una
sustitucion conservadora segtin ésta se ha definido anteriormente.

“Variante de polipéptido WUP” significa un polipéptido WUP activo que tiene al menos: (1) una identidad de se-
cuencia de aminoacidos de 80% con los SEQ ID NOS: 6 u 8, o (2) una secuencia de polipéptido WUP que consiste en
una secuencia de aminodacidos del SEQ ID NO: 39. Por ejemplo, las variantes de polipéptido WUP incluyen polipépti-
dos WUP en los que uno o més de los residuos de aminodcidos estdn afiadidos o delecionados en el extremo N-terminal
o en el extremo C-terminal de la secuencia de aminodcidos natural de longitud completa. Una variante de polipéptido
WUP tendr4 una identidad de secuencia de aminoécidos de al menos aproximadamente el 80%, preferiblemente una
identidad de secuencia de aminodcidos de al menos aproximadamente el 81%, mds preferiblemente una identidad
de secuencia de aminodcidos de al menos aproximadamente el 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% y muy preferiblemente una identidad de secuencia de aminodcidos de al
menos aproximadamente el 99%, con respecto a la secuencia de los SEQ ID NOS: 6 u 8, siendo dicho polipéptido un
polipéptido WUP activo. Una variante de polipéptido WUP puede tener una secuencia que carece del péptido sefial.
Normalmente, los polipéptidos variantes de WUP tienen una longitud de al menos 100, 150, 200 6 300 aminoacidos o
mas.
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“Porcentaje (%) de identidad de secuencias de aminoacidos” se define como el porcentaje de residuos de amino4-
cido que son idénticos con respecto a los residuos de aminodcido de la secuencia del polipéptido WUP descrita, en una
secuencia candidata, cuando las dos secuencias estan alineadas. Para determinar el % de identidad en los aminodacidos,
las secuencias se alinean y, si es necesario, se introducen huecos para conseguir el % médximo de identidad de las se-
cuencias; las sustituciones conservadoras no se consideran parte de la identidad de las secuencias. Los procedimientos
de alineamiento de secuencias de aminodcido para determinar el porcentaje de identidad son muy conocidos por los
expertos en la técnica. Frecuentemente se usan programas informadticos publicamente disponibles, tales como BLAST,
BLAST2, ALIGN2 o Megalign (DNASTAR) para alinear secuencias de péptidos. Los expertos en la técnica saben
determinar los pardmetros adecuados para medir el alineamiento, incluyendo los algoritmos necesarios para conseguir
el alineamiento maximo a lo largo de la longitud completa de las secuencias que se estin comparando.

Cuando se alinean secuencias de aminodacidos, el porcentaje de identidad de secuencia de aminoécidos de una se-
cuencia de aminoécidos A determinada, con respecto a, con o frente a, una secuencia de aminoacidos B determinada
(que como alternativa puede estar expresada como una secuencia de aminodcidos A determinada que tiene o com-
prende un determinado % de identidad de secuencia de aminodcidos con respecto a, con o frente a, una secuencia de
aminodcidos B) se puede calcular de la siguiente manera:

% de identidad de secuencia de aminoacidos = X/Y -100
en donde:

X es el niimero de residuos de aminoédcido puntuados como correspondencias idénticas mediante aplicacion de los
programas o algoritmos de alineamientos de secuencias al alineamiento de Ay B e

Y es el nimero total de residuos de aminoécidos de B.

Cuando la longitud de la secuencia de aminoécidos A no es igual a la longitud de la secuencia de aminodcidos B,
el % de identidad de secuencia de aminodcidos de A respecto a B no serd igual al % de porcentaje de identidad de
secuencia de aminodcidos B con respecto a A.

3. Péptidos aislados/purificados

Un polipéptido, proteina o fragmento biolégicamente activo, “aislado” o “purificado” estd separado o se ha recu-
perado procedente de un componente de su entorno natural. Los componentes contaminantes incluyen materiales que
tipicamente interferirian con los usos diagnésticos o terapéuticos del polipéptido, y pueden incluir enzimas, hormo-
nas, y otros materiales proteiniceos o no proteiniceos. Preferiblemente, el polipéptido se purifica hasta alcanzar un
grado suficiente para obtener al menos 15 residuos de la secuencia de aminodcidos N-terminal o de una secuencia
de aminoacidos interna. Para estar sustancialmente aisladas, las preparaciones tienen menos del 30% en peso seco
de material contaminante distinto de WUP (contaminantes), mas preferiblemente menos que el 20%, del 10% y muy
preferiblemente menos que el 5% de contaminantes. Un WUP aislado, producido mediante técnicas recombinantes, o
una porcion aislada biolégicamente activa, estd preferiblemente sustancialmente libre de medio de cultivo, es decir, el
medio de cultivo representa menos que el 20%, mas preferiblemente menos que el 10% y muy preferiblemente me-
nos que aproximadamente el 5% del volumen de la preparacién de WUP. Ejemplos de contaminantes incluyen restos
celulares, medios de cultivo y sustancias usadas y producidas durante la sintesis in vitro de WUP.

4. Biologicamente activo

Las porciones biolégicamente activas de WUP incluyen péptidos que comprenden secuencias de aminodcidos sufi-
cientemente homologas a, o derivadas de, las secuencias de aminodcidos del WUP (SEQ ID NOS: 6 u 8), que incluyen
menor ndmero de aminodcidos que el WUP de longitud completa, y que exhiben al menos una de las actividades de un
WUP. Las porciones biol6gicamente activas comprenden un dominio o un motivo con al menos una de las actividades
de WUP natural. Una porcién biolégicamente activa de un WUP puede ser un polipéptido que tiene una longitud, por
ejemplo, de 10, 25, 50, 100 o mas residuos de aminoacidos. Otras porciones biolégicamente activas, en las que otras
regiones de la proteina estdn delecionadas, se pueden preparar mediante técnicas recombinantes y se pueden evaluar
con respecto a una o mds de las actividades funcionales de un WUP natural.

Las porciones biolégicamente activas de WUP pueden tener una secuencia de aminoédcidos mostrada en los SEQ
ID NOS: 6 u 8, o pueden ser sustancialmente homdlogas a los SEQ ID NOS: 6 u 8, y conservan la actividad funcional
de la proteina de los SEQ ID NOS: 6 u 8, aunque difieren en la secuencia de aminoacidos debido a la variacién alélica
natural o a mutagénesis.

5. Determinacion de la homologia entre dos o mds secuencias

“Variante de WUP” significa un WUP activo que posee la identidad de secuencia definida en las reivindicaciones
y al menos: (1) una identidad de secuencia de aminodcidos del 80% con los SEQ ID NOS: 6 u &, (2) una secuencia
de WUP que carece de péptido sefial. Por ejemplo, las variantes de WUP incluyen WUP en los que uno o mas de los
residuos de aminodcidos estdn afiadidos o delecionados en el extremo N-terminal o en el extremo C-terminal de la
secuencia de aminodcidos natural de longitud completa. Una variante de WUP tendré una identidad de secuencia de
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aminodcidos de al menos el 80%, preferiblemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos aproxima-
damente el 81%, mas preferiblemente una identidad de secuencia de aminodcidos de al menos aproximadamente el
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% y muy preferible-
mente una identidad de secuencia de aminodcidos de al menos aproximadamente el 99%, con respecto a los SEQ ID
NOS: 6 u 8. Una variante de WUP puede tener una secuencia que carece del péptido sefial. Normalmente, los polipép-
tidos variantes de WUP tienen una longitud de al menos aproximadamente 80, 90, 100, 150, 200 6 300 aminoédcidos o
mas.

“Porcentaje (%) de identidad de secuencias de aminodcidos” se define como el porcentaje de residuos de aminod-
cido que son idénticos con respecto a los residuos de aminoacido de la secuencia de WUP descrita, en una secuencia
candidata, cuando las dos secuencias se alinean. Para determinar el % de identidad de los aminodacidos, las secuencias
se alinean y, si es necesario, se introducen huecos para conseguir el % maximo de identidad de las secuencias; las
sustituciones conservadoras no se consideran parte de la identidad de las secuencias. Los procedimientos de alinea-
miento de secuencias de aminodcido para determinar el porcentaje de identidad son muy conocidos por los expertos en
la técnica. Se usan frecuentemente programas informdticos publicamente disponibles, tales como BLAST, BLAST2,
ALIGN2 o Megalign (DNASTAR) para alinear secuencias de péptidos. Los expertos en la técnica saben determinar los
pardmetros adecuados para medir el alineamiento, incluyendo los algoritmos necesarios para conseguir el alineamiento
maximo a lo largo de la longitud completa de las secuencias que se estan comparando.

Cuando se alinean secuencias de aminodcidos, el porcentaje de identidad de secuencia de aminodcidos de una se-
cuencia de aminoéacidos A determinada, con respecto a, con o frente a, una secuencia de aminoéacidos B determinada
(que como alternativa puede estar expresada como una secuencia de aminoacidos A determinada que tiene o com-
prende un determinado % de identidad de secuencia de aminoécidos con respecto a, con o frente a, una secuencia de
aminodcidos B), se puede calcular de la siguiente manera:

% de identidad de secuencia de aminoacidos = X/Y -100
en donde

X es el nimero de residuos de aminodcido puntuados como correspondencias idénticas por los programas o algo-
ritmos de alineamientos de secuencias al alineamiento de Ay B, e

Y es el nimero total de residuos de aminoacidos de B.

Cuando la longitud de la secuencia de aminoacidos A no es igual a la longitud de la secuencia de aminodcidos B,
el % de identidad de secuencia de aminodcidos de A con respecto a B no serd igual al % de porcentaje de identidad de
secuencia de aminodcidos B con respecto a A.

6. Proteinas quiméricas y de fusion

Los polipéptidos de fusidn son ttiles en estudios sobre la expresion, localizacién celular, ensayos bioldgicos y
purificaciéon de WUP. Una “proteina quimérica” de WUP o una “proteina de fusién” con WUP comprende WUP
fusionado a un polipéptido distinto de WUP. Un polipéptido distinto de WUP es sustancialmente no homélogo a
WUP (SEQ ID NOS: 6 u 8). Una proteina de fusién con WUP puede incluir una secuencia de aminodcidos que tiene
una identidad de secuencia de al menos el 80% con la secuencia de los SEQ ID NOS: 6 u 8, incluyendo cualquier
nimero de las porciones bioldgicamente activas. WUP puede estar fusionado al extremo C-terminal de las secuencias
de GST (glutation S-transferasa). Esas proteinas de fusion facilitan la purificacién de WUP recombinante. En algunas
células hospedadoras (p. €j., de mamiferos), fusiones con secuencias sefial heterélogas pueden mejorar la expresién
y/o secreciéon de WUP. En la Tabla C se presentan ejemplos de fusiones adicionales.

Otras parejas de fusién pueden adaptarse a WUP con fines terapéuticos. Fusiones con miembros de la familia de
proteinas de las inmunoglobulinas (Ig) son ttiles en tratamientos que inhiben interacciones con ligandos o sustratos
de WUP, suprimiendo por consiguiente la transduccién de sefiales mediada por WUP in vivo. Los polipéptidos de
fusion WUP-Ig también se pueden usar como inmundgenos para producir anticuerpos anti-WUP en un individuo, para
purificar ligandos de WUP y para realizar el escrutinio de moléculas que inhiben las interacciones de WUP con otras
moléculas.

Las proteinas de fusién se pueden crear ficilmente usando métodos recombinantes. Un dcido nucleico que codifica
WUP se puede fusionar en el marco de lectura con un dcido nucleico que codifica un producto distinto de WUP, en la
terminacién NH,- o en la terminacién COO-, o internamente. También se pueden sintetizar genes de fusién mediante
técnicas convencionales, que incluyen los sintetizadores de DNA autométicos. También es ttil la amplificacién por
PCR usando cebadores de anclaje que dan lugar a extremos protuberantes complementarios entre dos fragmentos
génicos consecutivos que se pueden posteriormente renaturalizar y reamplificar para generar una secuencia génica
quimérica (Ausubel y col., 1987). Existen muchos vectores comercialmente disponibles que facilitan la subclonacién
de WUP en el marco de lectura a un resto de fusion.
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Aplicaciones terapéuticas de WUP
1. Agonistas y antagonistas

“Antagonista” incluye toda molécula que bloquea, inhibe o neutraliza de manera parcial o completa una actividad
bioldgica de un WUP endégeno. De manera similar, “agonista” incluye toda molécula que imita una actividad biol6gi-
ca de un WUP endégeno. Las moléculas que pueden actuar como agonistas o antagonistas incluyen Ac o fragmentos
de anticuerpos, fragmentos o variantes de un WUP endégeno, péptidos, oligonucledtidos antisentido, moléculas orga-
nicas pequedas, etc.

2. Identificacion de antagonistas y agonistas

Para realizar ensayos para detectar antagonistas, WUP se afade a, o se expresa en, una célula junto con el com-
puesto que se ha de escrutar con respecto a una actividad particular. Si el compuesto inhibe la actividad de interés en
presencia de, ese compuesto es un antagonista del WUP; si la actividad de WUP aumenta, el compuesto es un agonista.

(a) Ejemplos especificos de antagonistas y agonistas potenciales

Toda molécula que altera los efectos celulares de WUP es un antagonista o agonista candidato. Las técnicas de
escrutinio, muy conocidas por los expertos en la técnica, pueden identificar estas moléculas. Ejemplos de antagonistas
y agonistas incluyen: (1) compuestos orgédnicos e inorgdnicos de pequefio tamafio, (2) péptidos pequeiios, (3) anticuer-
pos y derivados, (4) polipéptidos estrechamente relacionados con WUP, (5) DNA y RNA antisentido, (6) ribozimas,
(7) triple hélices de DNA y (8) dcidos nucleicos aptimeros.

Son antagonistas las moléculas pequefias que se unen al sitio activo de WUP o a otra parte relevante del polipép-
tido y que inhiben la actividad biolégica del WUP. Ejemplos de moléculas pequefias antagonistas incluyen péptidos
pequefios, moléculas similares a péptidos, preferiblemente solubles, y compuestos sintéticos no peptidilicos, organicos
o inorgdnicos. Estas mismas moléculas, si aumentan la actividad de WUP, son ejemplos de agonistas.

Casi cualquier anticuerpo que afecta a la funcién de WUP es un antagonista candidato, y ocasionalmente, un
agonista. Ejemplos de anticuerpos antagonistas incluyen anticuerpos policlonales, monoclonales, monocatenarios,
anti-idiotipo, quiméricos, o versiones humanizadas de esos anticuerpos o fragmentos. Los anticuerpos pueden proceder
de cualquier especie en la que se pueda generar una inmunorrespuesta. Los anticuerpos humanizados también estdn
contemplados.

Como alternativa, un antagonista o agonista potencial puede ser una proteina estrechamente relacionada, por ejem-
plo, una forma mutada del WUP que reconoce una proteina que interacciona con WUP pero que no transmite ningtin
efecto, inhibiendo asi competitivamente la accién de WUP. Como alternativa, un WUP mutado puede ser activado de
manera constitutiva y puede actuar como agonista.

Las construcciones de RNA o DNA antisentido pueden ser antagonistas efectivos. Las moléculas de RNA o DNA
antisentido bloquean la funcién inhibiendo la traduccién mediante hibridacién con el mRNA al que se dirigen. La
tecnologia antisentido se puede usar para controlar la expresion génica a través de la formacién de triple hélices o
a través de un RNA o DNA antisentido, casos ambos que dependen de la unién de polinucleétidos al DNA o al
RNA. Por ejemplo, la porcién codificadora en 5° de la secuencia de WUP se usa para disefiar un oligonucleétido
de RNA antisentido que tiene una longitud de aproximadamente de 10 a 40 pares de bases. Un oligonucleétido de
DNA se disefia para que sea complementario a una regién del gen implicado en la transcripcion (triple hélice) (Beal
y Dervan, 1991; Cooney y col., 1988; Lee y col., 1979), previniendo as{ la transcripcién y la traduccién del WUP. El
oligonucled6tido de RNA antisentido se hibrida con el mRNA in vivo y bloquea la traduccién de esa molécula de mRNA
en el WUP (antisentido) (Cohen, 1989; Okano y col., 1991). Estos oligonucledtidos se pueden también suministrar a
las células de manera que el RNA o el DNA antisentido se puedan expresar in vivo para inhibir la produccién del WUP.
Cuando se usa un DNA antisentido, se prefieren los oligo-desoxirribonucleétidos derivados del sitio de iniciacion de
la traduccidn, p. ej., entre las posiciones aproximadamente -10 y +10 de la secuencia de nucleétidos del gen diana.

Las ribozimas son moléculas de RNA capaces de catalizar la escision especifica de RNA. Las ribozimas actian a
través de una hibridacién especifica de secuencia, con el RNA diana complementario, seguida de una escisién endo-
nucleolitica. Los sitios especificos de escision por ribozimas dentro de un RNA diana potencial, se pueden identificar
mediante técnicas conocidas (documento WO 97/33551, 1997; Rossi, 1994).

Para inhibir la transcripcion, son antagonistas ttiles los dcidos nucleicos de triple hélice que son monocatenarios
y que comprenden desoxinucledtidos. Estos oligonucledtidos se disefian de manera que se promueva la formacién de
triple hélices a través de la reglas de formacion de pares de bases de Hoogsteen, que generalmente requiere extensiones
de purinas o pirimidinas (documento WO 97/33551, 1997).

Los aptameros son secuencias cortas de oligonucledtidos que se pueden usar para reconocer y para unirse de
manera especifica a casi todas las moléculas. La evolucion sistematica de ligandos por medio de un procedimiento
de enriquecimiento exponencial (SELEX) (Ausubel y col., 1987; Ellington y Szostak, 1990; Tuerk y Gold, 1990)
es un procedimiento muy eficaz y se puede usar para encontrar esos aptdmeros. Los aptdmeros tienen muchos usos
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diagndsticos y clinicos; los aptdmeros se pueden usar también en casi cualquier uso en el que se usa un anticuerpo con
fines clinicos o de diagndstico. Ademads, son mds baratos de fabricar una vez que ha sido identificados, y se pueden
aplicar facilmente en diversos formatos, que incluyen la administracién en composiciones farmacéuticas, en ensayos
biolégicos y en ensayos diagndsticos (Jayasena, 1999).

Anticuerpos anti-WUP

La invencién abarca anticuerpos y fragmentos de anticuerpos, tales como F,, o (F,),, que se unen de manera
inmunoespecifica a cualquiera de los epitopos de WUP, segtin se definen en las reivindicaciones.

“Anticuerpo” (Ac) comprende anticuerpos individuales dirigidos contra WUP (Ac anti-WUP; que incluyen an-
ticuerpos, antagonistas y neutralizantes), composiciones de anticuerpos anti-WUP con especificidad poliepitdpica,
anticuerpos anti-WUP monocatenarios y fragmentos de anticuerpos anti-WUP. Un “anticuerpo monoclonal” se ob-
tiene a partir de una poblacion de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales
que la poblacién comprende son idénticos excepto por posibles mutaciones que tienen lugar en la naturaleza que se
pueden presentar en cantidades poco importantes. Ejemplos de anticuerpos incluyen anticuerpos policlonales (pAc),
monoclonales (mAc), humanizados, biespecificos (bsAc) (del inglés, “bi-specific Antibodies”) y heteroconjugados.

1. Anticuerpos policlonales (pAc)

Los anticuerpos policlonales se pueden generar en un mamifero hospedador, por ejemplo, mediante una o mas
inyecciones de un inmundgeno y, si se desea, de un adyuvante. Tipicamente, el inmundgeno y/o el adyuvante se
inyectan en el mamifero a través de inyecciones subcutdneas o intraperitoneales multiples. El inmunégeno puede
incluir WUP o una de sus proteinas de fusién. Ejemplos de adyuvantes incluyen el adyuvante completo de Freund
y monofosforil-Lipido A sintético-dicorinomicolato de trehalosa (MPL-TDM). Para mejorar la inmunorrespuesta, un
inmundgeno puede estar conjugado con una proteina que es inmunogénica en ese hospedado, tal como la hemocianina
de la lapa californiana (KLH) (del inglés, “Keyhole Limpet Hemocyanin™), albimina sérica, tiroglobulina bovina y el
inhibidor de tripsina de semilla de soja. Los protocolos para la produccién de anticuerpos se encuentran descritos en
(Ausubel y col., 1987; Harlow y Lane, 1988). Como alternativa, los pAc se pueden preparar en pollos, produciendo
moléculas de IgY (Schade y col., 1996).

2. Anticuerpos monoclonales (mAc)

Se pueden preparar mAc anti-WUP usando métodos que emplean hibridomas (Milstein y Cuello, 1983). Los mé-
todos que emplean hibridomas comprenden al menos cuatro etapas: (1) inmunizar un hospedador, o linfocitos proce-
dentes de un hospedador; (2) recoger los linfocitos que secretan (o que potencialmente secretan) el mAb, (3) fusionar
los linfocitos con células inmortalizadas, y (4) seleccionar las células que secretan el mAc (anti-WUP) deseado.

Un ratén, rata, cobaya, hamster u otro hospedador apropiado es inmunizado para inducir la generacién de linfocitos
que producen o que son capaces de producir anticuerpos que se unirdn de manera especifica al inmunégeno. Como
alternativa, los linfocitos se pueden inmunizar in vitro. Si se requieren células humanas, generalmente se usan linfocitos
de sangre periférica (PBL) (del inglés, “Peripheral Blood Lymphocytes”); sin embargo, se prefieren esplenocitos o
linfocitos procedentes de otros origenes de mamiferos. El inmundgeno tipicamente incluye WUP o una proteina de
fusién.

Los linfocitos se fusionan luego con una linea de células inmortalizadas para formar células de hibridoma, lo que
se facilita con un agente favorecedor de la fusion tal como el polietilenglicol (Goding, 1996). Se pueden usar células
inmortalizadas procedentes de roedores, bovinas o humanas, inmortalizadas mediante transformacion, o lineas celu-
lares de mieloma de rata o ratén. Debido a que se prefieren poblaciones puras de células de hibridoma y no células
inmortalizadas no fusionadas, las células después de la fusion se hacen crecer en un medio adecuado que contiene
una o mds sustancias que inhiben el crecimiento o la supervivencia de las células inmortalizadas no fusionadas. Una
técnica comun usa células parentales que carecen de la enzima hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferasa (HGPRT
o HPRT) (del inglés, “Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyl Transferase”). En este caso, al medio se afiaden hipo-
xantina, aminopterina y timidina (medio HAT) para impedir el crecimiento de células deficientes en HGPRT al tiempo
que se permite que los hibridomas crezcan.

Las células inmortalizadas preferidas se fusionan eficientemente; se pueden aislar de poblaciones mixtas reali-
zando una seleccioén en un medio tal como el medio HAT; y se mantienen de manera estable y con un alto nivel de
expresion del anticuerpo después de la fusion. Las lineas preferidas de células inmortalizadas son las lineas de mielo-
ma murino, disponibles procedentes de la American Type Culture Collection (Manassas, VA). También se han descrito
lineas celulares de mieloma humano y de heteromieloma de ratén-seres humanos en el caso de la produccién de mAc
humanos (Kozbor y col., 1984; Schook, 1987).

Debido a que las células de hibridoma secretan anticuerpos de modo extracelular, los medios de cultivo se pueden
ensayar con respecto a la presencia de mAc dirigidos contra WUP (mAc anti-WUP). La inmunoprecipitaciéon o los
ensayos de unién in vitro, tales como el radioinmunoensayo (RIA) o el ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzima
(ELISA) (del inglés, “Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay”) miden la especificidad de unién de los mAc (Harlow
y Lane, 1988; Harlow y Lane, 1999), incluyendo el andlisis de Scatchard (Munson y Rodbard, 1980).
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Las células de hibridoma que secretan un mAc anti-WUP se pueden aislar en forma de clones individuales mediante
procedimientos de dilucién limite y se pueden someter a subcultivo (Goding, 1996). Medios de cultivo adecuados
incluyen el medio de Eagle modificado por Dulbecco, RPMI-1640, o si se desea, un medio libre de proteinas o con un
contenido reducido de proteinas o un medio libre de suero (p. €j., Ultra DOMA PF o HL-1; Biowhittaker; Walkersville,
MD). Las células de hibridoma también se pueden hacer crecer in vivo en forma de ascitis.

Los mAc se pueden aislar o purificar a partir del medio de cultivo o del fluido ascitico mediante procedimientos
convencionales de purificacion de las Ig, tales como cromatografia en A-Sepharose, hidroxilapatito, electroforesis en
gel, didlisis, precipitacion en sulfato amoénico o cromatografia de afinidad (Harlow y Lane, 1988; Harlow y Lane,
1999).

Los mAc también se pueden preparar mediante métodos recombinantes (Patente de EE. UU. Num. 4166452, 1979).
El DNA que codifica los mAc anti-WUP se puede aislar y secuenciar facilmente usando procedimientos convencio-
nales, p. ej., usando sondas oligonucleotidicas que se unen especificamente a los genes de las cadenas ligera y pesada
de los anticuerpos murinos, para hibridarlas preferiblemente a un DNA aislado de lineas celulares de hibridoma que
secretan mAc anti-WUP. Una vez aislados, los fragmentos de DNA aislados se subclonan dentro de vectores de expre-
sién con los que se transfectan luego células hospedadoras tales como células COS-7 de simios, células de ovario de
hamster chino (CHO) o células de mieloma que de no ser asi no producen proteina de Ig, para que expresen los mAc.
Los fragmentos de DNA aislados se pueden modificar, por ejemplo, sustituyendo la secuencia codificadora de los
dominios constantes de las cadenas ligera y pesada humanas en el lugar de las secuencias homdlogas murinas (Patente
de EE. UU. Nim. 4816567, 1989; Morrison y col., 1987) o fusionando la secuencia codificadora de Ig a la totalidad o
a una parte de la secuencia codificadora de un polipéptido distinto de Ig. Ese polipéptido distinto de Ig puede sustituir
a los dominios constantes de un anticuerpo o puede sustituir a los dominios variables de un sitio de unién a antigeno
para crear un anticuerpo quimérico bivalente.

3. Anticuerpos monovalentes

Los anticuerpos pueden ser anticuerpos monovalentes que, a consecuencia de ello, no forman enlaces cruzados
entre ellos. Por ejemplo, uno de los métodos implica la expresidon recombinante de la cadena ligera y de una cadena
pesada modificada de Ig. Los truncamientos en las cadenas pesadas, generalmente en cualquier punto de la regién
F., impedirdn que las cadenas pesadas formen enlaces cruzados. Como alternativa, los residuos de cisteina relevantes
se sustituyen con otro residuo de aminodcido o se delecionan, previniéndose la formacion de enlaces cruzados. Los
métodos in vitro también son adecuados para preparar anticuerpos monovalentes. Los anticuerpos se pueden digerir
para producir fragmentos, tales como fragmentos F,, (Harlow y Lane, 1988; Harlow y Lane, 1999).

4. Anticuerpos humanizados y humanos

Los anticuerpos anti-WUP pueden también comprender anticuerpos humanizados o humanos. Las formas huma-
nizadas de anticuerpos no humanos son Ig quiméricas, cadenas de Ig o fragmentos de Ig (tales como F,, Fy,, F, Fay
u otras subsecuencias de unién a antigeno de los anticuerpos) que contienen secuencias minimas derivadas de Ig no
humana.

Generalmente, un anticuerpo humanizado tiene introducidos uno o mds residuos de aminoacidos procedentes de
una fuente no humana. Estos residuos de aminodcidos de procedencia no humana se suelen denominar residuos “im-
portados”, los cuales tipicamente se sacan de un dominio variable “importado”. La humanizacién se lleva a cabo
sustituyendo regiones CDR o secuencias de CDR de un anticuerpo humano por las correspondientes secuencias de
un anticuerpo de roedores (Jones y col., 1986; Riechmann y col., 1988; Verhoeyen y col., 1988). Esos anticuerpos
“humanizados” son anticuerpos quiméricos (Patente de EE. UU. Nim. 4816567, 1989), en los que una porcién sus-
tancialmente menor que un dominio variable humano intacto, ha sido sustituida por la correspondiente secuencia pro-
cedente de una especie no humana. En la practica, los anticuerpos humanizados son tipicamente anticuerpos humanos
en los que algunos residuos de CDR y posiblemente algunos residuos de FR son sustituidos por residuos procedentes
de sitios andlogos de anticuerpos de roedores. Los anticuerpos humanizados incluyen Ig humanas (anticuerpo recep-
tor) en las que residuos procedentes de una regién determinante de la complementariedad (CDR) del receptor se han
reemplazado por residuos procedentes 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, los correspondientes residuos
no humanos reemplazan residuos de regiones estructurales Fy de la Ig humana. Los anticuerpos humanizados pueden
comprender residuos que no se encuentran ni en el anticuerpo receptor, ni en las secuencias de CDR o de regiones
estructurales importadas. En general, el anticuerpo humanizado comprende sustancialmente la totalidad, o al menos
un dominio variable, o tipicamente dos dominios variables, en los que la mayoria si no la totalidad de las regiones
CDR corresponden a las de una Ig no humana, y la mayoria si no la totalidad de las regiones FR son las de una secuen-
cia consenso de Ig humana. El anticuerpo humanizado éptimamente comprende también una porcién de una regién
constante (Fc) de Ig, tipicamente la de una Ig humana (Jones y col., 1986; Presta, 1992; Riechmann y col., 1988).

Los anticuerpos humanos también se pueden producir usando técnicas diversas, que incluyen el uso de genotecas
de presentacion en fagos (Hoogenboom y col., 1991; Marks y col., 1991) y la preparacién de mAc humanos (Boerner y
col., 1991; Reisfeld y Sell, 1985). De manera similar, la introduccién de genes humanos de Ig en animales transgénicos
en los que los genes endogenos de Ig han sido parcial o totalmente inactivados, se puede aprovechar para sintetizar
anticuerpos humanos. Tras la estimulaciéon inmunolégica, se observa la produccién de anticuerpos humanos, que se
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asemeja enormemente a la observada en seres humanos en todos los aspectos, incluyendo la reordenacién y ensamblaje
de genes y el repertorio de anticuerpos (Patente de EE. UU. Num. 5545807, 1996; Patente de EE. UU. Niim. 5545806,
1996; Patente de EE. UU. Num. 5569825, 1996; Patente de EE. UU. Num. 5633425, 1997; Patente de EE. UU. Num.
5661016, 1997; Patente de EE. UU. Num. 5625126, 1997; Fishwild y col., 1996; Lonberg y Huszar, 1995; Lonberg y
col., 1994; Marks y col., 1992).

5. mAc biespecificos

Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos monoclonales, preferiblemente humanos o humanizados, que tienen
especificidades de unién para al menos dos antigenos diferentes. Por ejemplo, una especificidad de unién es para
WUP; la otra es para cualquier antigeno a elegir, preferiblemente, una proteina o un receptor de superficie celular o
una subunidad de un receptor.

Tradicionalmente, la produccién recombinante de anticuerpos biespecificos se basa en la coexpresion de dos pares
de cadenas ligera/pesada de Ig, en los que las dos cadenas pesadas tienen especificidades diferentes (Milstein y Cuello,
1983). Debido a la variedad aleatoria de las cadenas ligera y pesada de las Ig, los hibridomas resultantes (cuadromas)
producen una mezcla potencial de diez moléculas de anticuerpo diferentes, de las cuales solamente una tiene la estruc-
tura biespecifica deseada. El anticuerpo deseado se puede purificar usando cromatografia de afinidad u otras técnicas
(documento WO 93/08829, 1993; Traunecker y col., 1991).

Para fabricar un anticuerpo biespecifico (Suresh y col., 1986), los dominios variables que contienen los sitios de
unién de antigeno-anticuerpo deseados, se fusionan con secuencias de dominios constantes de Ig. La fusién tiene lugar
preferiblemente con un dominio constante de cadena pesada de Ig, que comprende al menos parte de las regiones de
la bisagra, CH2 y CH3. Preferiblemente, la primera regiéon constante de cadena pesada (CH1) que contiene el sitio
necesario para la unién a la cadena ligera, esta en al menos una de las fusiones. Los DNA que codifican las fusiones
de la cadena pesada de Ig vy, si se desea, de la cadena ligera de Ig, se insertan en vectores de expresion distintos y se
utilizan para cotransfectar un organismo hospedador adecuado.

La interfase entre un par de moléculas de anticuerpo se puede construir por ingenieria genética para maximizar
el porcentaje de heterodimeros que se recuperan del cultivo de células recombinantes (documento WO 96/27011,
1996). La interfase preferida comprende al menos parte de la region CH3 de un dominio constante de anticuerpo.
En este método, una o mds cadenas de aminodcidos de tamafio pequefio, procedentes de la interfase de la primera
molécula de anticuerpo, se reemplazan con cadena laterales mds grandes (p. €j., de tirosina o triptéfano). Se crean
“cavidades” compensatorias de tamafio idéntico o similar al de la cadena(s) lateral grande, sobre la interfase de la
segunda molécula de anticuerpo, las cadenas laterales de aminodcidos grandes con cadenas mas pequeiias (p. €j., de
alanina o treonina). Este mecanismo aumenta la produccién del heterodimero sobre la de productos finales no deseados
tales como homodimeros.

Los anticuerpos biespecificos se pueden preparar en forma de anticuerpos de longitud completa o en forma de
fragmentos de anticuerpo (p. €j., anticuerpos biespecificos Fy,). Una de las técnicas para generar anticuerpos biespe-
cificos utiliza las uniones quimicas. Los anticuerpos intactos se pueden escindir por proteolisis para generar fragmentos
Fuvyp (Brennan y col., 1985). Los fragmentos se reducen con un agente formador de complejos con ditioles, tal como
el arsenito de sodio, para estabilizar los ditioles vecinales y prevenir la formacion de enlaces disulfuro intermolecula-
res. Los fragmentos F,,, generados se convierten luego en derivados de tionitrobenzoato (TNB). Uno de los derivados
F.,-TNB se reconvierte luego en el F,;, -tiol mediante reduccién con mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad
equimolar del otro derivado F,,,-TNB para formar el anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos biespecificos producidos
se pueden usar como agentes para la inmovilizacion selectiva de enzimas.

Los fragmentos F,, se pueden recuperar directamente a partir de E. coli y se pueden acoplar quimicamente para
formar anticuerpos biespecificos. Por ejemplo, se pueden producir anticuerpos biespecificos F,, totalmente huma-
nizados (Shalaby y col., 1992). Cada uno de los fragmentos Fab’ es secretado independientemente por E. coli y se
acopla directamente in vitro mediante métodos quimicos, formando el anticuerpo biespecifico.

También se han descrito diversas técnicas para fabricar y aislar fragmentos de anticuerpos biespecificos, directa-
mente a partir del cultivo de células recombinantes. Por ejemplo, se pueden utilizar los motivos de las cremalleras
de leucina (Kostelny y col., 1992). Péptidos procedentes de las proteinas Fos y Jun se unen a las porciones Fab’ de
dos anticuerpos diferentes mediante fusién génica. Los homodimeros de los anticuerpos se reducen en la region de
la bisagra para formar monémeros y después se oxidan de nuevo para formar heterodimeros de anticuerpos. Este
método puede también producir homodimeros de anticuerpos. La tecnologia del “anticuerpo dividido” (Holliger y
col., 1993) proporciona un método alternativo para generar fragmentos de anticuerpos biespecificos. Los fragmentos
comprenden un dominio variable de cadena pesada (Vi) conectado a un dominio variable de cadena ligera (Vy), por
medio de un fragmento enlazador que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios de
la misma cadena. Los dominios de Vi y Vi de uno de los fragmentos estan forzados a emparejarse con los dominios
VL y Vy complementarios de otro fragmento, formando dos sitios de unién a antigeno. Otra estrategia para fabricar
fragmentos de anticuerpo biespecificos es el uso de dimeros monocatenarios (sF,) (Gruber y col., 1994). Se contem-
plan también los anticuerpos que tienen mas de dos valencias, tales como los anticuerpos triespecificos (Tutt y col.,
1991).
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Los anticuerpos biespecificos ilustrativos se pueden unir a dos epitopos diferentes dispuestos sobre un WUP deter-
minado. Como alternativa los mecanismos de defensa celular se pueden restringir a una célula particular que expresa
el WUP particular: Un brazo anti-WUP se puede combinar con un brazo que se une a una molécula que desencadena
la proliferacién de los leucocitos, tal como una molécula de receptor de células T (p. ej., CD2, CD3, CD28 o B7), o
a receptores de F, para IgG (F.yR), tales como F.yRI (CD64), F.yRfIl (CD32) y F.yRIIl (CD16). También se pue-
den usar anticuerpos biespecificos para dirigir a agentes citotéxicos hacia células que expresan un WUP particular.
Estos anticuerpos poseen un brazo de unién a WUP y un brazo que se une a un agente citotéxico o a un quelante de
radionucleidos.

6. Anticuerpos heteroconjugados

Los anticuerpos heteroconjugados, que consisten en dos anticuerpos unidos covalentemente, se han propuesto para
dirigir las células del sistema inmunitario hacia células no deseadas (documento 4.676.980, 1987) y para el tratamiento
de la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) (documento WO 91/00360, 1991; documento WO
92/20373, 1992). Se contemplan anticuerpos preparados in vitro usando métodos quimicos de sintesis de proteinas
que incluyen los métodos que implican a agentes favorecedores de la formacién de enlaces cruzados. Por ejemplo,
se pueden construir inmunotoxinas usando una reaccion de intercambio de disulfuros o formando un enlace tioéter.
Ejemplos de reactivos adecuados incluyen iminotiolato y metil-4-mercaptobutirimidato (documento 4.676.980, 1987).

7. Inmunoconjugados

Los inmunoconjugados pueden comprender un anticuerpo conjugado con un agente citotoxico tal como un agente
quimioterapéutico, con una toxina (p. ej., una toxina enzimaticamente activa o un fragmento de origen bacteriano,
flingico, de plantas o de animales), o con un isétopo radioactivo (es decir, un radioconjugado).

Toxinas y fragmentos ttiles y enzimdticamente activos incluyen la cadena A de la Difteria, fragmentos activos,
no de unidn, de la toxina de la Difteria, cadena A de la exotoxina de Pseudomonas aeruginosa, cadena A de la rici-
na, cadena A de la abrina, cadena A de la modecina, a-sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas de Dianthin,
proteinas de Phytolaca americana, inhibidor de Momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de Sapaonaria of-
ficinalis, gelonina, mitogellin, restrictocina, fenomicina, enomicina y los tricotecenos. Existen disponibles diversos
radionucleidos para la produccién de anticuerpos radioconjugados, tales como 2?Bi, T, ¥'In, Y y '*6Re.

Los conjugados del anticuerpo y un agente citotéxico se preparan usando diversos agentes favorecedores de acopla-
miento de protefnas bifuncionales, tales como el 3-(2-piridilditiol)propionato de N-succinimidilo (SPDP), iminotiola-
no (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como adipimidato de dimetilo-HCI), ésteres activos (tales como
suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos bis-azido (tales como bis (p-azido-
benzoil)hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos
(tales como 2,6-diisocianate de tolueno) y compuestos de bis-fluorina activa (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitroben-
ceno). Por ejemplo, se puede preparar una inmunotoxina ricina (Vitetta y col., 1987). El 4cido 1-isotiocianatobencil-3-
metildietilentriaminopenta-acético (MX-DTPA) marcado con '“C es un ejemplo de agente quelante para conjugar un
radionucleido a un anticuerpo (documento WO 94/11026, 1994).

El anticuerpo se puede conjugar con un “receptor” (tal como estreptavidina) para su utilizacién en el predirec-
cionamiento hacia un tumor, caso en el que el conjugado anticuerpo-receptor se administra al paciente, seguido por
la retirada de la circulacién del conjugado no unido usando un agente de aclaramiento y después por la administra-
cion de un “ligando” de estreptavidina (por ejemplo, biotina) que estd conjugado con un agente citotéxico (p. €j., un
radionucleido).

8. Creacion de la funcion de efector mediante ingenieria genética

El anticuerpo se puede modificar para aumentar su eficacia en el tratamiento de una enfermedad, tal como un céan-
cer. Por ejemplo, se puede introducir un residuo(s) de cisteina en la regién F., permitiendo asi la formacién de enlaces
disulfuro intercatenarios en esta region. Estos anticuerpos homodiméricos pueden presentar una capacidad de interna-
lizacién mejorada y/o una capacidad de destruccién celular mediada por el complemento y una citotoxicidad celular
dependiente del anticuerpo (ADCC) aumentadas (Caron y col., 1992; Shopes, 1992). Los anticuerpos homodiméricos
que tiene una actividad antitumoral aumentada se pueden preparar usando agentes favorecedores de la formacién de
enlaces cruzados hetero-bifuncionales (Wolff y col., 1993). De manera alternativa, un anticuerpo construido por inge-
nierfa genética con regiones F, duales, puede ejercer una mayor lisis mediada por el complemento (Stevenson y col.,
1989).

9. Inmunoliposomas

También se pueden formular liposomas que contienen el anticuerpo (Patente de EE. UU. Num. 4485045, 1984;
Patente de EE. UU. Num. 4544545, 1985; Patente de EE. UU. Nim. 5013556, 1991; Eppstein y col., 1985; Hwang y
col., 1980). Se pueden generar liposomas ttiles mediante un método de evaporacion en fase inversa, con una composi-
cion lipidica que comprende fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina en forma de derivado con PEG (PEG-
PE). Esas preparaciones se someten a extrusion a través de filtros de tamafio de poro definido para producir liposomas
con un didmetro deseado. Los fragmentos Fab’ del anticuerpo se pueden conjugar con los liposomas (Martin y Papa-
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hadjopoulos, 1982) a través de una reaccién de intercambio de disulfuros. Un agente quimioterapéutico tal como la
Doxorrubicina, también puede estar contenido en el liposoma (Gabizon y col., 1989). Se contemplan otros liposomas
utiles con composiciones diferentes.

10. Aplicaciones diagndsticas de los anticuerpos dirigidos contra WUP

Los anticuerpos anti-WUP se pueden usar para localizar y/o cuantificar WUP (p. ej., para usar para medir los
niveles de WUP dentro de muestras de tejido o para usar en métodos de diagnéstico, etc.). Los anticuerpos anti-
epitopos de WUP se pueden utilizar como compuestos farmacolégicamente activos.

Los anticuerpos anti-WUP se pueden usar para aislar WUP mediante técnicas estdndar, tales como la cromatogra-
fia de inmunoafinidad o la inmunoprecipitacion. Estas estrategias facilitan la purificacién de polipéptidos end6genos
que contienen el antigeno WUP a partir de células y tejidos. Estas estrategias, asi como otras, se pueden usar pa-
ra detectar WUP en una muestra para evaluar la abundancia y el patrén de expresioén de la proteina antigénica. Los
anticuerpos anti-WUP se pueden usar para controlar los niveles de proteina en tejidos como parte de un procedi-
miento de ensayos clinicos; por ejemplo, para determinar la eficacia de un régimen de tratamiento determinado. El
acoplamiento del anticuerpo a una sustancia detectable (marcador) permite la deteccién de complejos Ab-antigeno.
Las clases de marcadores incluyen materiales fluorescentes, luminiscentes, bioluminiscentes y radioactivos, enzimas y
grupos prostéticos. Los marcadores ttiles incluyen peroxidasa de rdbano rusticano, fosfatasa alcalina, S-galactosidasa,
acetilcolinesterasa, estreptavidina/biotina, avidina/biotina, umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina,
rodamina, diclorotriazinilamin-fluoresceina, cloruro de dansilo, ficoeritrina, luminol, luciferasa, luciferina, Aequorin
y IZSL ]311’ 35S 0 3H

11. Anticuerpos terapéuticos

Los anticuerpos de la invencidn, que incluyen anticuerpos policlonales, monoclonales, humanizados y totalmente
humanos, se pueden usar en aplicaciones terapéuticas. Esos agentes generalmente se emplearan para tratar o prevenir
una enfermedad o patologia en un individuo. Una preparacion de anticuerpos, preferiblemente una preparaciéon que
tiene una especificidad y afinidad altas por el antigeno, media en un efecto mediante su unién al epitopo(s) diana.
Generalmente, la administracidon de esos anticuerpos puede mediar en uno de dos efectos: (1) el anticuerpo puede
prevenir la unién a ligandos, eliminando la unién a ligandos enddgenos y la posterior transduccién de sefales, o
(2) el anticuerpo induce un resultado fisiolégico uniéndose a un sitio efector sobre la molécula diana e iniciando la
transduccion de sefiales.

Una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo se refiere en general a la cantidad necesaria para conse-
guir un objetivo terapéutico, una afinidad de unién a epitopo, una tasa de administraciéon y una tasa de agotamiento
del anticuerpo en un individuo. Los intervalos comunes para las dosis terapéuticamente efectivas pueden ser, como
ejemplo no limitativo, desde aproximadamente 0,1 mg/kg de peso corporal hasta aproximadamente 50 mg/kg de peso
corporal. Las frecuencias de las dosificaciones pueden variar, por ejemplo, desde dos veces al dia hasta una vez a la
semana.

12. Composiciones farmacéuticas de los anticuerpos

Los anticuerpos anti-WUP, asi como otras moléculas que interaccionan con WUP (tales como aptameros) iden-
tificadas en otros ensayos, se pueden administar en composiciones farmacéuticas para tratar diversos trastornos. Los
principios y consideraciones implicados en la preparacién de estas composiciones, asi como la orientacién para la
eleccion de los componentes, se puede encontrar en (de Boer, 1994; Gennaro, 2000; Lee, 1990).

Los anticuerpos que son internalizados se prefieren cuando anticuerpos completos se usan como inhibidores. Tam-
bién se pueden usar liposomas como vehiculo de administracién para la introduccién intracelular. Cuando se usan
fragmentos de anticuerpos, el fragmento inhibidor de menor tamafio, que se une especificamente al epitopo, es el
preferido. Por ejemplo, se pueden disefiar moléculas de péptidos que se unan a un epitopo preferido, sobre la base de
las secuencias de las regiones variables de un anticuerpo ttil. Esos péptidos se pueden sintetizar quimicamente y/o
se pueden producir mediante la tecnologia del DNA recombinante (Marasco y col., 1993). Las formulaciones tam-
bién pueden contener mas de un tinico compuesto activo para un tratamiento particular, preferiblemente compuestos
activos que tienen actividades que no se afectan entre si de manera adversa. La composicién puede comprender un
agente que potencia la funcién, tal como un agente citot6xico, citoquina, agente quimioterapéutico o agente inhibidor
del crecimiento.

Los componentes activos también pueden ir encerrados en microcdpsulas preparadas mediante técnicas de coa-
cervacion o mediante polimerizacién interfacial; por ejemplo, microcdpsulas de hidroximetilcelulosa o de gelatina y
microcdpsulas de poli(metacrilato de metilo), respectivamente, en sistemas coloidales para el suministro de firmacos
(por ejemplo, liposomas, microesferas de albimina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocdpsulas) o en macroe-
mulsiones.

Es altamente preferible que las formulaciones que se han de usar para la administracién in vivo sean estériles. Esto
se consigue facilmente mediante filtracién a través de membranas de filtracién estériles o mediante cualquiera de las
diversas técnicas.
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También se pueden elaborar preparaciones de liberacién prolongada, tales como matrices semipermeables de po-
limeros hidréfobos sélido que contiene el anticuerpo, matrices que estdn en forma de articulos conformados, p. €j.,
peliculas o microcdpsulas. Ejemplos de matrices de liberacién prolongada incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejem-
plo, poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) o poli(alcohol vinilico)), polilactidas (Boswell y Scribner, Patente de EE. UU.
Num. 3.773.919, 1973), copolimeros de 4cido L-glutdmico y de y-etil-L-glutamato, copolimeros no degradables de
etileno-acetato de vinilo, copolimeros degradables de 4dcido lactico-4cido glicdlico tales como microesferas inyecta-
bles compuestas de copolimero de dcido lactico-dcido glicdlico y de poli(acido D-(-)-3-hidroxibutirico. Mientras que
polimeros tales como los de etileno-acetato de vinilo y de 4cido lactico-dcido glicdlico permiten la liberacién de mo-
léculas durante mds de 100 dias, determinados hidrogeles liberan las proteinas durante periodos de tiempo y pueden
ser preferidos.

Vectores de expresion recombinante de WUP y células hospedadoras

Los vectores son herramientas usadas para transportar DNA entre células hospedadoras, o usadas como medio
para expresar una secuencia de nucledtidos. Algunos vectores actiian solamente en procariotas, mientras que otros
actdan tanto en procariotas como en eucariotas, permitiendo la preparacién de DNA a gran escala en procariotas para
su expresion en eucariotas. La insercion del DNA de interés, tal como una secuencia de nucleétidos de WUP o un
fragmento, se lleva a cabo mediante técnicas de ligacién y/o mediante protocolos de cruce sexual muy conocidos
por el experto en la técnica. Ese DNA se inserta de manera que su integracién no altera ninguno de los compo-
nentes necesarios del vector. En el caso de vectores que se usan para expresar la proteina correspondiente al DNA
insertado, el DNA introducido se liga operativamente a los elementos del vector que gobiernan su transcripcién y
traduccion.

Los vectores se pueden dividir en dos clases generales: Los vectores de clonacién son pldsmidos o fagos replican-
tes que contienen regiones que no son esenciales para su propagacién en una célula hospedadora apropiada, y dentro
de los cuales se puede insertar un DNA extrafio; el DNA extrafio se replica y se propaga como si fuera un componente
del vector. Un vector de expresion (tal como un plasmido, levadura o un genoma de un virus de animales) se usa para
introducir material genético extrafio en una célula hospedadora o en un tejido hospedador con el fin de transcribir o
traducir ese DNA extrafio. En los vectores de expresidn, el DNA introducido se encuentra operativamente ligado a
elementos, tales como promotores, que envian sefiales a la célula hospedadora para que transcriba el DNA insertado.
Algunos promotores son extraordinariamente ttiles, tales como los promotores inducibles que controlan la transcrip-
cién génica en respuesta a factores especificos. Un WUP operativamente ligado o una construccion antisentido con
respecto a un promotor inducible, pueden controlar la expresiéon de WUP o de sus fragmentos, o de construcciones
antisentido. Ejemplos de promotores inducibles cldsicos incluyen los que responden a interferén a, choque térmico,
iones de metales pesados, y esteroides tales como glucocorticoides (Kaufman, 1990) y tetraciclina. Otros promotores
inducibles convenientes incluyen los que no son endégenos en relacién con las células en las que la construccién se
introduce, sino que, sin embargo, responden en aquellas células en las que el agente de induccién se suministra por
via exdgena.

Los vectores presentan muchas manifestaciones de diferencias. Un “pldsmido” es una molécula de DNA circular
bicatenario dentro de la cual se pueden introducir segmentos de DNA adicionales. Los vectores viricos pueden acep-
tar segmentos de DNA adicionales dentro del genoma virico. Algunos vectores son capaces de replicaciéon auténoma
en una célula hospedadora (p. ej., vectores que tiene un origen de replicacion bacteriano y vectores episdmicos de
mamiferos). Otros vectores (p. ej., vectores no episémicos de mamiferos) se integran en el genoma de una célula hos-
pedadora tras su introduccién en la célula hospedadora y de esta manera se replican junto con el genoma hospedador.
En general, los vectores de expresion utiles suelen ser plasmidos. Sin embargo, se contemplan otras formas de vecto-
res de expresion, tales como vectores viricos (p. €j., retrovirus defectuosos en replicacién, adenovirus y virus adeno-
asociados).

Los vectores de expresion recombinante que comprenden WUP (o sus fragmentos) regulan la transcripciéon de WUP
utilizando una o mas de las secuencias reguladoras que encuentran respuesta por parte de las células hospedadoras (o
que pueden ser manipuladas in vitro) que estdn operativamente ligadas a WUP. “Operativamente ligada” indica que
una secuencia de nucledtidos de interés estd ligada a secuencias reguladoras de manera que se obtiene la expresion de
la secuencia de nucleétidos.

Los vectores se pueden introducir en diversos organismos y/o células (Tabla D). Como alternativa, los vectores se

pueden transcribir y traducir in vitro, usando por ejemplo secuencias reguladoras del promotor de T7 y la polimerasa
de T7.
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TABLA D

Ejemplos de hospedadores para clonacion o expresion

Organismos

Ejemplos

Fuentes y referen-
cias bibliograficas*

Procariotas

Enterobacteriéaceas

E. coli

Cepa MM294 de K 12
K 12 strain MM294
X1776

w3110

K5 772

ATCC 31.446
ATCC 31.537
ATCC 27.325
ATCC 53.635

Enterobacter

Erwinia

Klebsiella

Proteus

Salmonella (S.
himurium

typ-

Serratia (S. marces-
cens

Shigella

Bacilli (B. subtilis y
B. licheniformis)

Pseudomonas (P.

aeruginosa
Streptomyces
Eucariotas
Saccharomyces cerevi-
siae
Levaduras Schizosaccharomyces
pombe
Kluyveromyces (Fleer y col., 1991)
K. lactis MW98-8C, {(de Louvencourt V%
col., 1983)
CBS683, CBS4574 (de Louvencourt y
col., 1983)
K. fragilis ATCC 12.424
K. bulgaricus ATCC 16.045
Levaduras K. wickeramii ATCC 24.178
K. waltii ATCC 56.500
K. drosophilarum ATCC 36.906
K. thermotolerans
K. marxianus,; yarrowia| (EPO 402226, 1990)

Pichia pastoris

{(Sreekrishna y col.,
1988)

Candida

Trichoderma reesia

Neurospora crassa

(Case y col., 1979)

Torulopsis
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Organismos Ejemplos Fuentes y referen-
cias bibliograficas*

Rhodotorula
Schwanniomyces ( S.
occidentalis)
Neurospora
Penicillium

Hongos filamentosos |Tolypocladium Aspergi-|WO 91/00357, 1991 )
1lus (A. nidulans y A. | (Kelly Yy Hynes,
niger) 1985; Tilbum y col.,
1983; Yelton y
Tilbum y col., 1983;
Yelton vy col., 1984)

Células de inverte- |Drosophila S2

brados Spodoprera Sf9
Ovario de Hamster

Células de verte- Chino (CHO)

brados COS, C0OS-7 de simios ATCC CRL 1651
HEK 293

Las células que no llevan referencia bibliografica generalmente
se encuentran disponibles procedentes de la American Type
Culture Collection (Manassas, VA).

La eleccién del vector viene impuesta por el organismo o por las células que se van a usar y por el destino que se
quiere dar al vector. Los vectores se pueden replicar una sola vez en las células diana o pueden ser vectores “suicidas”.
En general, los vectores comprenden secuencias sefial, origenes de replicacion, genes marcadores, elementos estimu-
ladores, promotores y secuencias de terminacién de la transcripcion. La eleccidn de estos elementos depende de los
organismos en los que el vector se usard y se determinan con facilidad. Algunos de estos elementos pueden ser con-
dicionales, tal como un promotor inducible o condicional que es “encendido” cuando las condiciones son adecuadas.
Ejemplos de promotores inducibles incluyen los promotores que son especificos de tejido, que relegan la expresion a
determinados tipos de células, los que responden a esteroides o los que son reactivos frente a choque térmico. Algunos
sistemas bacterianos de represion, tales como el operén lac, se han utilizado en células de mamifero y en animales
transgénicos (Fieck y col., 1992; Wyborski y col., 1996; Wyborski y Short, 1991). Los vectores suelen usar un marca-
dor de seleccion para facilitar la identificacidn de las células que han incorporado el vector. En la técnica se conocen
bien muchos marcadores de seleccién para uso con procariotas, normalmente genes de resistencia a antibiéticos o para
uso de mutantes autétrofos o auxdtrofos.

El uso de oligonucleétidos WUP con sentido y antisentido puede prevenir la expresién de polipéptidos WUP.
Estos oligonucleétidos se unen a secuencias del dcido nucleico diana, formando diplex que bloquean la transcripcién
o la traduccién de la secuencia diana aumentando la degradacion de los dudplex, finalizando prematuramente de la
transcripcion o la traduccién, o mediante otro medio.

Los oligonucledtidos con sentido o antisentido son 4cidos nucleicos monocatenarios, ya sea RNA o DNA, que se
pueden unir a secuencias diana de mRNA (con sentido) de WUP o de DNA (antisentido) de WUP. Los oligonucle6tidos
con sentido o antisentido pueden comprender un fragmento de la regién codificadora de DNA de WUP de al menos
aproximadamente 14 nucledtidos, preferiblemente desde aproximadamente 14 nucleétidos hasta 30 nucledtidos. En
general, las moléculas de RNA o DNA antisentido pueden comprender al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 bases de longitud o mas. Entre otros autores, (Stein y Cohen, 1988; van der Krol
y col., 1988b) describen métodos para preparar derivados de oligonucleétidos con sentido o antisentido a partir de una
secuencia de cDNA determinada.

Las modificaciones de oligonucledtidos con sentido y antisentido pueden aumentar su eficacia. Los enlaces azticar-
fosfodiéster modificados u otras uniones con azicares (documento WO 91/06629, 1991), aumentan la estabilidad in
vivo confiriendo resistencia a nucleasas endégenas sin alterar la especificidad de unién a las secuencias diana. Otras
modificaciones pueden aumentar las afinidades de los oligonucleétidos por sus dianas, tales como las modificaciones
con restos organicos unidos covalentemente (documento WO 90/10448, 1990) o con poli((L)-lisina). Otras uniones
modifican las especificidades de unién de los oligonucleétidos por sus dianas, e incluyen los complejos con metales o
agentes intercalantes (p. €j., elipticina) y agentes alquilantes.
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Para introducir oligonucledtidos con sentido o antisentido en las células diana (células que contienen la secuencia
del 4cido nucleico diana), se puede usar cualquiera de los métodos de transferencia génica y son muy conocidos por
los expertos en la técnica. Ejemplos de métodos de transferencia génica incluyen 1) métodos bioldgicos, tales como
el uso de vectores de transferencia génica similares al virus de Epstein-Barr o la conjugacién del DNA exdgeno a
una molécula de unién a ligando (documento WO 91/04753, 1991), 2) métodos fisicos, tales como electroporacion,
y 3) métodos quimicos, tal como la precipitacién con CaPO, y los complejos oligonucleétido-lipido (documento WO
90/10448, 1990).

Las expresiones “célula hospedadora” y “célula hospedadora recombinante” se usan indistintamente. Esas expre-
siones se refieren no solamente a una célula concreta en cuestién sino también a la progenie o a la progenie potencial
de esa célula. Debido a que ciertas modificaciones se pueden producir en las sucesivas generaciones debido o bien a
mutacién o bien a influencias medioambientales, esa progenie puede no ser de hecho idéntica a la célula parental, pero
atn asf estd incluida en el alcance de la expresion.

Los métodos de transfeccion de células eucariotas y de transformacién de células procariotas son muy conocidos
en la técnica. La eleccién de la célula hospedadora impondra la técnica preferida para introducir el dcido nucleico de
interés. La Tabla E, que no tiene intencién de ser limitativa, resume muchos de los métodos conocidos en la técnica.
La introduccién de 4cidos nucleicos en un organismo se puede también realizar con técnicas ex vivo que usan un
método de transfeccidn in vitro, asi como técnicas genéticas establecidas, en caso de haberlas, para el organismo
particular.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA E

Métodos para introducir un dcido nucleico en las células

Células Métodos Referencias biblio- Notas
graficas
Clorurc calcico | (Cohen y col., 1972;
Hanahan, 1983;
Procariotas Mandel y Higa, 1970)
(bacterias) Electroporacidn (Shigexawa y
Dower, 1988)
Eucariotas

Células de
mamifero

Transfeccidén con
fosfato céalcico

Disclucidn salina
tamponada con acido
N - ({2-Hidroxietil)
piperazin- N' - {2~
etanosulfdénico)
{HEPES} (Chen y
Okayama, 1988;
Graham y van der Eb,
1373; Wigler et al.,
1978).

Disolucidn tamponada
con BES (a&cido N,N=-
bis(2~hidroxietil) -
2_
aminoetanosulfdnico)
Ishiura y col.,
1982)

Las células se
pueden “asustar”
con giicerol o
dimetilsulféxido
(DMSO) para
aumentar efi-
ciencia de la
transfeccidn
{Ausubel y ccl.,
1987 .

Transfeccidn con
Dietilaminoetil
(DEAE) -Dextrano

(Fujita y col.,
1986; Lopata y col.,
1984; Selden y col.,
1986)

Mas util para
transfecciones
transitorias,
pero no para
transfecciones
estables. Se
puede usar
Cloroguina para
aumentar la
eficiencia.

Electroporacidn

{Neumann y col.,
1982; Potter, 1988;
Potter y col., 1984;
Wong y Neumann,
1982)

Especialmente
util en el caso
de linfocitos
dificiles de
transfectar.

Transfeccidén con
reactivo de
lipidos catiéni-
cos

(Elroy-Stein y Moss,

1890; Felgner y
col., 1987; Rose y
col., 1991; Whitt vy

Rose al., 199%91;
Whitt v col., 1990)

Aplicable a

transfecciones
tanto in vivo
como in vitro.

Retrovirica

Produccién ilustrada
en {Cepko y col.,
1984; Miller vy
Buttimore, 1986;
Pear y col., 1893)

Procedimientc
largo, muchas
lineas de
empaguetamiento
dispcnibles en
la ATCC. Aplica-
ble a transfec-
ciones tanto in
vivo como in
vitro. t
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Células

Métodos

Referencias
bibliogréaficas

Notas

Polibreno

(Chaney y col.,
1986; Kawai y
Nishizawa,
1984)

Microinyeccidn

(Capecchi,
1980)

Se puede usar para
establecer lineas
celulares gue portan
copias integradas de
secuencias de DNA de
WUP.

Fusién de proto-
plastos

(Rassoulzadegan
y col., 1982;
Sandri-Goldin vy
col., 1981;
Schaffner,

1980)

Células de
insectos

(in vitro)

Sistemas en
baculovirus

{Luckow, 1991;
Miller, 1988;
O'Reilly y
col., 18%2)

Util para la produccién
in vitro de la Produc-
cidén de modificaciones
eucarioticeukarioti-
cas.

Levaduras

Electroporacidn

{Becker y
Guarente, 1991)

Acetato de litio

(Gietz y col.,
1998; Ito y
col., 1983)

Fusién de esfero-
plastos

(Beggs, 1978;
Hinnen y col.,
1978)

Laborioso, puede
producir aneuploidia

Células
vegetales
(referencia
general:
(Hansen y
Wright,
1999))

Transformacién en
Agrobacterium

(Bechtold y
Pelletier,
1988; Escudero
y Hohn, 1997;
Hansen y
Chilton, 1999;
Touraev y col.,
1997)

Biolistica
{(microproyectiles)

(Finer y col.,
1999; Hansen y
Chilton, 1999;
Shillito, 1999)

Electroporacidn
{(protoplastos)

{(Fromm y col.,
1985; Oulee vy
col., 1986;
Rhodes y col.,
1988; Saunrders
y col., 1989).
Se puede
combinar con
liposomas Trick

y col., 1887)
Tratamiento con (Shillito,
polietilenglicol 1999)
(PEG)

Se puede
Liposomas combinar con la

electroporacidn

{(Trick y col.,
1997)

Microinyeccidn in
planta

(Leduc y col.,
1896; Zhou y
col., 1983)

Empapamiento de
semillas

{(Trick y coi,
1997)

Rayo laser (Hoffman, 1996)
Triquitas de (Thompson and
carburo de siliciolal., 1995)
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Los vectores suelen usar un marcador de seleccion para facilitar la identificacion de las células que han incorporado
el vector. En la técnica se conocen bien muchos marcadores de seleccién para uso con procariotas, normalmente genes
de resistencia a antibiéticos o para uso de mutantes autétrofos y auxétrofos. La Tabla F lista marcadores de seleccion
que se suelen usar para transfectar células de mamiferos.
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TABLAF

Marcadores de seleccion titiles para transfectar células eucariotas

Marcador de
seleccién

Seleccidn

Accidn

Referencia
bibliogréafica

Adenosina
desaminasa (ADA)

Los medios inclu-
yen
9-B-D-
xilofuranosil-
adenina
(Xyl-A)

Conversidn de
Xyl-A en Xyl-
ATP, que se
incorpora en
los acidos
nucleicos
destruyendo
las células.
ADA desin-
toxica

(Kaufman y
col., 1986)

Dihidrofolato-
reductasa
(DHFR)

Metotrexato (MTX)
y suero dializado
(medio libre de
purinas)

MTX inhibidor
competitivo
de la DHFR.
En ausencia
de purinas

exogenas, las

células
regquieren

DHFR, enzima
necesaria

para la
biosintesis
de las puri-
nas

(Simonsen vy
Levinson,
1983)

Aminoglicosidasa
fosfotransferasa
(“APH’,' \\neoII'
“G418”

G418,

G418, amino-
glicésido
destoxificado
por APH,
interfiere
con la fun-
cién riboso-
mica
Yy por consi-
guiente con
la traduccién

(Southern y
Berg, 1982)

Higromicina-B-
fosfotransferase
(HPH)

Higromicina-B

La higromici-
na-B, un
aminociclitol
destoxificado
por HPH,
altera la
traslocacién
de la protei-
na y promueve
la traduccién
erronea

(Palmer y
col., 1987)
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Timidina-quinasa
Seleccidn
inversa (TK)

Seleccidén hacia
adelante (TK+) :
El medio (HAT)
incorpora aminop-
terina

Hygromycin-B,
an amino-
cyclitol

detoxified by

HPH, disrupts
protein

translocation

and promotes
mistransla-
tion.

(Palmer y
col., 1987)

(TK-): E1 medio
incorpora 5-
bromodesoxiuridine
(Brdu) .

Forward: La

Aminopterin

fuerza a las
células a

(Littlefield
1964)

sintetizar
dTTP a partir
de timidina,
ruta que
requiere una
ruta que
requiere TK

Una célula hospedadora de la invencion, tal como una célula hospedadora procariota o eucariota en cultivo, se
puede usar para producir WUP usando las células hospedadoras de la invencién. En una de las realizaciones, el
método comprende cultivar la célula hospedadora de la invencién (en la que se ha introducido un vector de expresién
recombinante que codifica WUP) en un medio adecuado, de manera que se produce WUP. En otra de las realizaciones,
el método comprende ademads aislar WUP a partir del medio o de la célula hospedadora.

Animales transgénicos que portan WUP

Los animales transgénicos son ttiles para estudiar la funcién y/o la actividad de WUP y para identificar y/o evaluar
moduladores de la actividad de WUP. “Animales transgénicos” son animales no humanos, preferiblemente mamiferos,
mas preferiblemente roedores tales como ratas o ratones, en los que una o mds de sus células incluyen un transgén.
Otros animales transgénicos incluyen primates, ovejas, perros, vacas, cabras, pollos, anfibios, etc. Un “transgén” es
un DNA exdgeno que se integra en el genoma de una célula a partir de la cual se desarrolla un animal transgénico y
que permanece en el genoma del animal maduro. Los transgenes preferiblemente dirigen la expresion de un producto
génico codificado en uno o en mas de los tipos de células o de los tejidos del animal transgénico, con el fin de impedir
la expresion de un producto génico codificado de manera natural en uno o més de los tipos de células o de los tejidos
(animal transgénico “knockout”’) (animal en el que se ha eliminado la funcién de un gen), o de servir como marcador
o indicador de una integracion, localizacién cromosémica o regioén de recombinacién (p. €j., ratones cre/loxP). Un
“animal recombinante homdlogo™ es un animal no humano, tal como un roedor, en el que el WUP enddgeno se ha
alterado con una molécula de DNA exd6geno que se recombina de manera homoéloga con el WUP enddgeno en una
célula (p. ej. una célula embrionaria) antes del desarrollo del animal. Las células hospedadoras que contienen WUP
exdgeno se pueden usar para producir animales transgénicos no humanos, tales como oocitos fertilizados o células
troncales embrionarias en las que se han introducido secuencias codificadoras de WUP. Esas células hospedadoras se
pueden usar luego para crear animales transgénicos no humanos o animales recombinantes homologos.

1. Estrategias para la produccion de animales transgénicos

Un animal transgénico se puede crear introduciendo WUP en el pronticleo masculino de un oocito fertilizado (p.
¢j., mediante microinyeccidn, infeccidn retrovirica) y permitiendo que el oocito se desarrolle en un animal hembra
adoptiva pseudoprefiada (pffa) (del inglés, “pseudopregnant female foster animal”). Las secuencias de cDNA de WUP
(SEQ ID NO: 5) se pueden introducir en forma de transgén en el genoma de un animal no humano. Como alternativa,
un homo6logo de WUP, tal como la variante de WUP presente en la naturaleza (SEQ ID NO: 7), se puede usar como
transgén. También se pueden incluir secuencias intrénicas y sefiales de poliadenilacion en el transgén para aumentar la
expresion del transgén. Secuencias reguladoras especificas de tejido se pueden unir operativamente al transgén WUP
para dirigir la expresion del transgén WUP en células particulares. Los métodos para generar animales transgénicos a
través de la manipulacién y microinyeccidn de embriones, en particular de animales tales como ratones, se han conver-
tido en métodos convencionales en la técnica, p. ej. (Evans y col., Patente de EE. UU. Num. 4.870.009, 1989; Hogan,
0879693843, 1994; Leder y Stewart, Patente de EE. UU Num. 4.736.866, 1988; Wagner y Hoppe, Patente de EE.
UU. Num. 4.873.191, 1989). Se pueden preparar otros animales transgénicos distintos de ratones mediante métodos
similares. Un animal transgénico fundador, que se puede usar para engendrar animales transgénicos adicionales, se
puede identificar por la presencia del transgén en su genoma y/o por la expresién del mRNA del transgén en tejidos
o células de esos animales. Los animales transgénicos (p. €j., que portan WUP) se pueden cruzar con otros animales
transgénicos que portan otros transgenes.
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2. Vectores para usar en la produccion de animales transgénicos

Para crear un animal recombinante homélogo, se usa un vector que contiene al menos una porcién de WUP en la
que se ha introducido una delecién, adicién o sustitucién para asi modificar, p. €j., alterar funcionalmente, a WUP. En
una de las estrategias, un vector knockout (que lleva anulada la funcién de un gen), altera funcionalmente al gen WUP
enddégeno tras la recombinacién homdloga y a causa de ello se expresa una proteina WUP no funcional, en caso de
que se exprese.

Como alternativa, el vector se puede disefiar de manera que, tras la recombinacién homdloga, el WUP endégeno
se muta o se modifica de alguna otra manera aunque sigue codificando la funcién de la proteina (p. ej., la regién
reguladora aguas arriba se puede modificar para asi modificar la expresion de WUP end6geno). En este tipo de vector
de recombinacién homoéloga, la porcién modificada del WUP estd flanqueada en sus terminaciones 5’ y 3 por acido
nucleico adicional del WUP para permitir que tenga lugar una recombinacién homologa entre el WUP exdgeno porta-
do por el vector y un WUP enddgeno presente en una célula troncal embrionaria. El 4cido nucleico de WUP adicional
flanqueante es suficiente para que se produzca una recombinacién homoéloga con el WUP endégeno. Tipicamente, en
el vector estdn incluidas varias kilobases de DNA flanqueante (tanto en la terminacién 5° como en la 3’) (Thomas y
Capecchi, 1987). El vector se introduce luego en una linea de células troncales embrionarias (p. ej., mediante electro-
poracidn) y se seleccionan las células en las que el WUP introducido se ha recombinado de manera homdloga con el
WUP enddgeno (Li y col., 1992).

3. Introduccion de células que portan un transgén WUP durante el desarrollo embrionario

Las células seleccionadas se inyectan luego en un blastocisto de un animal (p. ej., un ratén) para formar quimeras
por agregacion (Bradley, 1987). Un embrién quimérico se puede después implantar en un pffa adecuado y el embrién
se lleva a término. La progenie que alberga el DNA recombinado de manera homdloga en sus células germinales se
puede usar para engendrar en los que todas las células del animal contienen el DNA recombinado de manera homdloga
por transmision del transgén en la linea germinal. Se han descrito métodos para construir vectores de recombinacién
homéloga y animales recombinantes homoélogos (Berns y col., documento WO 93/04169, 1993; Bradley, 1991; Ku-
cherlapati y col., documento WO 91/01140, 1991; Le Mouellic y Brullet, documento WO 90/11354, 1990).

Como alternativa, se pueden producir animales transgénicos que contienen sistemas seleccionados que permiten la
expresion regulada del transgén. Un ejemplo de un sistema de recombinasa cre/loxP del bacteriéfago P1 (Lakso y col.,
1992). Otro sistema de recombinasa es el sistema de recombinasa FLP de Saccharomyces cerevisiae (O’Gorman y
col., 1991). Si para regular la expresion del transgén se usa un sistema de recombinasa cre/loxP, se requieren animales
que contengan transgenes que codifiquen tanto la recombinasa Cre como una proteina seleccionada. Esos animales se
pueden producir como animales “doble” transgénicos, cruzando un animal que contiene un transgén que codifica una
proteina seleccionada con otro animal que contiene un transgén que codifica una recombinasa.

También se pueden producir clones de animales transgénicos (Wilmut y col., 1997). Expuesto de manera breve, se
puede aislar una célula procedente de un animal transgénico y se puede inducir para que salga del ciclo de crecimiento
y entre en la fase GO. La célula quiescente se puede fusionar luego con un oocito al que se le ha extraido el niicleo
y procedente de un animal de la misma especie de la que se ha aislado la célula quiescente. El oocito reconstruido
se cultiva luego para que se desarrolle en una morula o blastocito y después se transfiere a un pffa. La descendencia
nacida de este animal hembra adoptiva serd un clon del animal transgénico “parental”.

Composiciones farmacéuticas

Las moléculas de dcido nucleico WUP, los polipéptidos WUP y los anticuerpos anti-WUP (compuestos activos)
de la invencidn, y sus derivados, andlogos y homdlogos, se pueden incorporar en composiciones farmacéuticas. Esas
composiciones tipicamente comprenden la molécula de dcido nucleico, la proteina o el anticuerpo y un vehiculo farma-
céuticamente aceptable. Un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye uno cualquiera y todos los disolventes,
medios de dispersion, revestimientos, agentes antibacterianos y antifiingicos, agentes isoténicos y agentes retardadores
de la absorcion, y vehiculos similares, compatibles con la administracién farmacéutica (Gennaro, 2000). Ejemplos pre-
feridos de esos vehiculos o diluyentes incluyen, pero no se limitan a, agua, disolucidn salina, disoluciones de Ringer,
disolucién de dextrosa y albimina de suero humano al 5%. También se pueden usar liposomas y vehiculos no acuosos
tales como aceites no voldtiles. Excepto cuando un medio o agente convencional es incompatible con un compuesto
activo, se contempla el uso de estas composiciones. En las composiciones también se pueden incorporar compuestos
activos complementarios.

1. Consideraciones generales

Una composicion farmacéutica se formula para que sea compatible con la via de administracién que se piense
utilizar, que incluye la administracién intravenosa, intradérmica, subcutdnea, oral (p. €j., inhalacién), transdérmica (es
decir, topica), transmucosal y rectal. Las disoluciones o suspensiones usadas para aplicacion parenteral, intradérmica
o subcutdnea pueden incluir: un diluyente estéril tal como agua para inyeccion, disolucién salina, aceites no volatiles,
polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol
bencilico o metilparabenos; antioxidantes tales como dcido ascérbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes tales como
acido etilendiaminotetraacético (EDTA); tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos, y agentes encargados del
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ajuste de la tonicidad tales como cloruro sédico o dextrosa. El pH se puede ajustar con dcidos o bases, tales como
dcido clorhidrico o hidréxido sédico. La preparacion parenteral puede ir contenida en ampollas, jeringas desechables
o viales multidosis fabricados de vidrio o plastico.

2. Formulaciones inyectables

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para inyeccién incluyen disoluciones (cuando son solubles en agua)
o suspensiones acuosas estériles y polvos estériles para la preparaciéon extemporanea de disoluciones o dispersiones
inyectables estériles. En el caso de la administracién intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen disolucién fisio-
l6gica salina, agua bacteriostdtica, CREMOPHOR EL™ (BASF, Parsippany, NJ) o disolucién salina tamponada con
fosfato (PBS). En todos los casos, la composicion debe ser estéril y debe ser fluida para ser administrada usando una
jeringa. Esas composiciones deben ser estables durante su fabricacién y almacenaje y se deben preservar de la con-
taminacién producida por microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o un
medio de dispersién que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (tal como glicerol, propilenglicol y polietilenglicol
liquido) y mezclas adecuadas. La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, usando un revestimiento tal como
lecitina, manteniendo el tamafio de particula requerido en el caso de las dispersiones y usando tensioactivos. Diver-
sos agentes antibacterianos y antiftingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, dcido ascérbico y timerosal,
pueden contener contaminacién microbiana. En la composicién se pueden incluir agentes isoténicos, por ejemplo,
azicares, polialcoholes tales como manitol y sorbitol, y cloruro sédico. Las composiciones que retardan la absorcién
incluyen agentes tales como monoestearato de aluminio y gelatina.

Las disoluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el compuesto activo (p. ej., un WUP o
un anticuerpo anti-WUP) en la cantidad requerida, en un disolvente apropiado junto con un solo componente o con
una mezcla de componentes segin convenga, seguido de esterilizaciéon. Generalmente, las dispersiones se preparan
incorporando el compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersién basico, y los demas
componentes requeridos segin se ha expuesto. Los polvos estériles para la preparacién de disoluciones inyectables
estériles y los métodos de preparacion incluyen secado al vacio y liofilizacién, que producen un polvo que contiene el
componente activo y todos los componentes deseados procedentes de disoluciones estériles.

3. Composiciones para administracion oral

Las composiciones para administracién oral generalmente incluyen un diluyente inerte o un vehiculo comestible.
Pueden ir contenidas en cdpsulas de gelatina o comprimidas en forma de comprimido. Para los fines de la adminis-
tracion terapéutica por via oral, el compuesto activo puede estar incorporar junto con excipientes y se puede usar
en forma de comprimidos, tabletas o cdpsulas. Las composiciones para administracion oral también se pueden pre-
parar utilizando un vehiculo fluido para su uso en forma de colutorio, en el caso en el que el compuesto presente
en el vehiculo fluido se aplica por via oral. Se pueden incluir agentes aglutinantes farmacéuticamente compatibles
y/o materiales adyuvantes. Los comprimidos, pildoras, capsulas, tabletas y formulaciones similares, pueden contener
cualquiera de los siguientes componentes o compuestos de naturaleza similar: un agente aglutinante tal como celulosa
microcristalina, goma de tragacanto o gelatina; un excipiente tal como almidén o lactosa, un agente disgregante tal
como 4cido alginico, PRIMOGEL o almidén de maiz; un agente lubricante tal como estearato de magnesio o STERO-
TES; un agente deslizante tal como diéxido de silicio colioidal; un agente edulcorante tal como sacarosa o sacarina; o
un agente saborizante tal como menta, salicilato de metilo o aroma de naranja.

4. Composiciones para inhalacion

Para la administracion por inhalacién, los compuestos se suministran en forma de pulverizacién en aerosol desde
un nebulizador o desde un recipiente presurizado que contiene un propelente adecuado, p. €j., un gas tal como diéxido
de carbono.

5. Administracion por via sistémica

Una administracidn por via sistémica puede ser también una administracién transmucosal o una administracién
transdérmica. Para la administracion transmucosal o transdérmica se seleccionan agentes penetrantes que son capaces
de penetrar por la barrera(s) diana. Los penetrantes transmucosales incluyen detergentes, sales biliares y derivados
de 4cido fusidico. Para la administracién transmucosal se pueden usar pulverizadores nasales o supositorios. Para la
administracién transdérmica, los compuestos activos se formulan en forma de ungiientos, balsamos, geles o cremas.

Los compuestos también se pueden preparar en forma de supositorios (p. €j., con bases tales como la manteca de
cacao y otros glicéridos) o en forma de enemas de retencion para el suministro por via rectal.

6. Vehiculos

Los compuestos activos se pueden preparar con vehiculos que protegen el compuesto frente a una rpida elimina-
cion por el organismo, tal como en forma de formulaciones de liberacidon controlada, que incluye implantes y sistemas
de suministro microencapsulados. Se pueden usar polimeros biodegradables y biocompatibles, tales como acetato de
etilenvinilo, polianhidridos, poli(dcido glicdlico), coldgeno, poliortoésteres y poli(dcido lactico). Estos materiales se
pueden obtener comercialmente procedentes de ALZA Corporation (Mountain View, CA) y NOVA Pharmaceuticals,
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Inc. (Lake Elsinore, CA), o pueden ser preparados por un experto en la técnica. Las suspensiones liposémicas también
se pueden usar como vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estas suspensiones se pueden preparar conforme a mé-
todos conocidos por los expertos en la técnica, tales como en (Eppstein y col., Patente de EE. UU. Num. 4.522.811,
1985).

7. Dosificacion unitaria

Se pueden preparar formulaciones para administracién oral o composiciones para administracién parenteral en
dosificaciones unitarias para facilitar la administracion y la uniformidad de la dosificacion. Forma de dosificacién
unitaria se refiere a unidades fisicamente discretas ajustadas como dosificaciones individuales para el individuo que
se ha de tratar, que contienen una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto activo en asociacién con el
vehiculo farmacéutico requerido. Las especificaciones de las formas de dosificacién unitarias de la invencién vienen
impuestas por, y dependen directamente de, las caracteristicas exclusivas del compuesto activo y del efecto terapéutico
concreto deseado, y de las limitaciones inherentes a la elaboracién de la composicién del compuesto activo.

8. Composiciones para terapia génica

Se pueden insertar moléculas de 4cido nucleico en vectores para su uso como vectores de terapia génica. Los
vectores de terapia génica pueden ser adecuados para suministrarlos a un individuo mediante, por ejemplo, inyeccién
intravenosa, administracién local (Nabel y Nabel, Patente de EE. UU. Num: 5.328.470, 1994), o mediante inyeccién
estereotdctica (Chen y col., 1994). La preparacion farmacéutica de un vector de terapia génica puede incluir un dilu-
yente aceptable o puede comprender una matriz de liberacién lenta en la que estd embebido el vehiculo de suministro
génico. Como alternativa, en los casos en los que el vector completo de suministro génico se puede producir en forma
intacta en las células recombinantes, p. €j., vectores retroviricos, la preparacion farmacéutica puede incluir una o mas
células que producen el sistema de suministro génico.

9. Dosificacion

Las composiciones farmacéuticas y los métodos pueden comprender ademads otros compuestos terapéuticamente
activos segtin aqui se indica, que normalmente se aplican en el tratamiento de las afecciones patoldgicas anteriormente
mencionadas.

En el uso para el tratamiento o prevenciéon de afecciones que requieren una modulacién por WUP, un nivel de
dosificacién adecuado generalmente serd aproximadamente desde 0,01 mg hasta 500 mg por kg de peso corporal
del paciente y por dia, que se pueden administrar en dosis individuales o multiples. Preferiblemente, el nivel de
dosificacién serd desde aproximadamente 0,1 mg hasta aproximadamente 250 mg/kg y por dia; mas preferiblemente
desde aproximadamente 0,5 mg hasta aproximadamente 100 mg/kg y por dia. Un nivel de dosificacion adecuado puede
ser desde aproximadamente 0,01 mg hasta 250 mg/kg y por dia, desde aproximadamente 0,05 mg hasta 100 mg/kg y
por dia, o desde aproximadamente 0,1 mg hasta 50 mg/kg y por dia. Dentro de este intervalo, la dosificacion puede ser
desde 0,05 mg hasta 0,5 mg/kg y por dia, desde 0,5 hasta 5 mg/kg y por dia o desde 5 mg hasta 50 mg/kg y por dia. En
el caso de la administracién oral, las composiciones se proporcionan preferiblemente en forma de comprimidos que
contienen desde 1,0 miligramos hasta 1.000 miligramos del componente activo, concretamente 1,0, 5,0, 10,0, 15,0,
20,0, 25,0, 50,0, 75,0, 100,0, 150,0, 200,0, 250,0, 300,0, 400,0, 500,0, 600,0, 750,0, 800,0, 900,0 y 1.000,0 miligramos
del componente activo, para el ajuste sintomatico de la dosificacién al paciente que se ha de tratar. Los compuestos se
pueden administrar con una pauta de 1 a 4 veces al dia, preferiblemente de una o dos veces al dia.

Sin embargo, se entenderd que el nivel especifico de la dosis y la frecuencia de dosificacién para un paciente
concreto pueden variar y dependeran de diversos factores que incluyen la actividad del compuesto especifico empleado,
la estabilidad metabdlica y la duracién de la accion de ese compuesto, la edad, peso corporal, estado general de salud,
sexo, dieta, modo y tiempo de la administracién, tasa de excrecién, combinacion de farmacos, gravedad de la afeccién
particular y del hospedador que experimenta el tratamiento.

10. Kits para las composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas pueden estar incluidas en un kit, recipiente, envase o dosificador junto con ins-
trucciones para su administraciéon. Cuando se suministran en forma de un kit, los diferentes componentes de la com-
posicion pueden estar empaquetados en recipientes distintos y mezclarse inmediatamente antes de su uso. Este empa-
quetamiento de los componentes por separado puede permitir un almacenamiento de larga duracion sin pérdida de las
funciones de los componentes activos.

Los kits pueden incluir también reactivos en recipientes separados que facilitan la ejecucién de un ensayo especi-
fico tal como los ensayos de diagndstico o de tipificacion de tejidos. Por ejemplo, para controles internos se pueden
suministrar moldes y cebadores adecuados de DNA de WUP.

(a) Recipientes o contenedores

Los reactivos incluidos en los kits se pueden suministrar en recipientes de cualquier tipo con tal que se preserve la
vida de los diferentes componentes y que no sean adsorbidos ni alterados por los materiales del recipiente. Por ejem-
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plo, ampollas de vidrio selladas pueden contener luciferasa liofilizada o un tampén que ha sido envasado en atmdsfera
de un gas neutro, no reactivo, tal como nitrégeno. Las ampollas pueden consistir en cualquier material adecuado, tal
como vidrio, polimeros organicos tales como policarbonato, poliestireno, etc., materiales cerdmicos, metales o cual-
quier otro material habitualmente utilizado para contener reactivos. Otros ejemplos de recipientes adecuados incluyen
frascos simples que se pueden fabricar a partir de sustancias similares tales como ampollas, y envoltorios que pueden
consistir en interiores revestidos de papel laminado tal como de aluminio o una aleacién. Otros recipientes incluyen
tubos de ensayo, viales, matraces, frascos, jeringas o recipientes similares. Los recipientes también pueden llevar una
abertura estéril de acceso, tal como un frasco que lleva un tapén que puede ser atravesado por una aguja de inyeccién
hipodérmica. Otros recipientes pueden tener dos compartimentos que estdn separados por una membrana facilmente
extraible y que tras su retirada permite que los componentes se mezclen. Las membranas extraibles pueden ser de
vidrio, plastico, caucho, etc.

(b) Materiales con las instrucciones

Los kits se pueden también suministrar con materiales que contienen las instrucciones. Las instrucciones pueden
estar impresas en papel o en otro sustrato y/o se pueden suministrar en forma de un medio de lectura electrénica, tal
como un disquete, CD-ROM, DVD-ROM, disco Zip, cinta de video, cinta de audio, etc. Las instrucciones detalladas
pueden no estar fisicamente asociadas con el kit; en vez de ello, se puede dirigir al usuario a una pagina web de
Internet, especificada por el fabricante o el distribuidor del kit, o se puede suministrar en un correo electrénico.

Métodos de escrutinio y deteccion

Las moléculas de 4cido nucleico aislados se pueden usar para expresar WUP (p. ej., a través de un vector de
expresion recombinante en una célula hospedadora para aplicaciones en terapia génica), para detectar el mRNA de
WUP (p. €j., en una muestra biolégica), o para detectar una lesién genética en un WUP, y para modular la actividad
de WUP, segiin se describe mas adelante. Ademds, los polipéptidos WUP se pueden usar para realizar el escrutinio
de farmacos o compuestos que modulan la actividad o la expresién de WUP asi como para la fabricacién de un
medicamento para tratar trastornos caracterizados por una produccion insuficiente o excesiva de WUP o por una
produccion de formas de WUP que presentan una actividad disminuida o aberrante en comparacién con la proteina
WUP de tipo salvaje, o para modular la funcién bioldgica en la que WUP estd implicado. Ademds, los anticuerpos
anti-WUP se pueden usar para detectar y aislar WUP y para modular la actividad de WUP.

1. Ensayos de escrutinio

Un ensayo de escrutinio puede identificar modalidades, es decir, compuestos o agentes candidatos o compuestos o
agentes a ensayar (p. ej., péptidos, compuestos peptidomiméticos, moléculas pequefias u otros firmacos), alimentos,
sus combinaciones, etc., que producen un efecto sobre WUP, un efecto estimulador o inhibidor, que incluye un efecto
sobre la traduccion, transcripcion, actividad o copias del gen en las células. Los ensayos para determinar compuestos
que aumentan o disminuyen la actividad de WUP son convenientes. Un compuesto puede modular la actividad de WUP
teniendo efecto sobre: (1) el nimero de copias del gen que hay en la célula (compuestos amplificadores y compuestos
desamplificadores); (2) aumentando o disminuyendo la transcripcién del WUP (reguladores de la transcripcién por
incremento y reguladores de la transcripcién por disminucidn); (3) aumentando o disminuyendo la traduccién del mR-
NA de WUP en proteina (reguladores de la traduccién por incremento y reguladores de la traduccién por disminucion);
0 (4) aumentando o disminuyendo la actividad de propio WUP (agonistas y antagonistas).

(a) Efectos de compuestos

Para identificar compuestos que producen efecto sobre WUP en los niveles de DNA, RNA y proteina, las células
u organismos se ponen en contacto con un compuesto candidato y se valora el correspondiente cambio en el DNA,
RNA o proteina de WUP (Ausubel y col., 1987). En el caso de los compuestos amplificadores y desamplificadores de
DNA, se mide la cantidad de DNA de WUP, y en el caso de los compuestos que son reguladores de la transcripcion
por incremento y reguladores de la transcripcién por disminucién se determina la cantidad del mRNA de WUP; en
el caso de los compuestos que son reguladores de la traduccién por incremento y reguladores de la traduccién por
disminucién se mide la cantidad de polipéptidos WUP. Los compuestos que son agonistas o antagonistas se pueden
identificar poniendo las células u organismos en contacto con el compuesto.

En una de las realizaciones, existen disponibles muchos ensayos para hacer escrutinios de compuestos candidatos
o de compuestos a ensayar que se unen a, o que modulan, la actividad de WUP o de uno de sus polipéptidos o
de una de sus porciones bioldgicamente activas. Los compuestos a ensayar se pueden obtener usando cualquiera
de las numerosas estrategias de los métodos que utilizan librerias combinatorias, que incluyen: librerias bioldgicas;
librerias en fase s6lida o en fase de disolucién, en paralelo y espacialmente accesibles; métodos de sintesis de librerias
que requieren desconvolucidon; método que utiliza una libreria de tipo “una bolita-un compuesto” y métodos que
usan seleccién mediante cromatografia de afinidad en librerfas sintéticas. La estrategia basada en librerfas biol6gicas
estd limitada a péptidos, mientras que las otras cuatro estrategias abarcan librerias de compuestos de tipo péptidos,
oligémeros no peptidicos o moléculas pequeiias (Lam, 1997).
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(b) Moléculas pequerias

Una “molécula pequefia” se refiere a una composicién que tiene un peso molecular menor que aproximadamente 5
kDa y mds preferiblemente menor que aproximadamente 4 kDa y muy preferiblemente menor que 0,6 kDa. Las mo-
1éculas pequefias pueden ser dcidos nucleicos, péptidos, polipéptidos, compuestos peptidomiméticos, carbohidratos,
lipidos y otras moléculas orgénicas o inorgénicas. Las librerfas de mezclas quimicas y/o bioldgicas, tales como extrac-
tos de hongos, bacterias o algas, son conocidas en la técnica y se pueden someter a escrutinio utilizando cualquiera
de los ensayos de la invencién. Ejemplos de métodos para la sintesis de librerias moleculares se pueden encontrar en:
(Carell y col., 1994a; Carell y col., 1994b; Cho y col., 1993; DeWitt y col., 1993; Gallop y col., 1994; Zuckermann y
col., 1994).

Las librerias de compuestos se pueden presentar en disoluciéon (Houghten y col., 1992) o sobre bolitas (Lam y col.,
1991), sobre chips (Fodor y col., 1993), en bacterias, esporas (Ladner y col., Patente de EE. UU. Nim: 5.223.409,
1993), plasmidos (Cull y col., 1992) o fagos (Cwirla y col., 1990; Devlin y col., 1990; Felici y col., 1991; Ladner y
col., Patente de EE. UU. Nim: 5.223.409, 1993; Scott y Smith, 1990). Un ensayo libre de células comprende poner en
contacto WUP, o uno de sus fragmentos bioldgicamente activo, con un compuesto conocido que se une a WUP para
constituir una mezcla de ensayo, poner en contacto la mezcla de ensayo con un compuesto a ensayar, y determinar la
capacidad del compuesto a ensayar para interaccionar con WUP, en el que determinar la capacidad del compuesto a
ensayar para interaccionar con WUP comprende determinar la capacidad del WUP para unirse preferentemente a, o
para modular la actividad de, una molécula WUP diana.

(c) Ensayos libres de células

Los ensayos libres de células de la invencion se pueden usar tanto con la forma de WUP soluble como con la forma
de WUP unida a membrana. En el caso de los ensayos libres de células que comprenden la forma unida a membrana, se
utiliza un agente solubilizante para mantener el WUP en disolucién. Ejemplos de esos agentes solubilizantes incluyen
detergentes no idnicos tal como n-octilglucésido, n-dodecilglucésido, n-dodecilmaltésido, octanoil-N-metilglucami-
da, decanoil-N-metilglucamida, TRITON® X-100 y otros detergentes de la serie TRITON®, THESIT®, Isotridecipoli
(etileneglicol-éter),, sulfonato de N-dodecil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propano, sulfonato de 3-(3-colamidopropil)di-
metilaminiol-1-propano (CHAPS), o sulfonato de 3-(3-colamidopropil)dimetilaminiol-2-hidroxi- 1-propano (CHAP-
SO).

(d) Inmovilizacion de las moléculas diana para facilitar los escrutinios

En mds de una de las realizaciones de los métodos de ensayo, la inmovilizacién de WUP o de sus moléculas pareja
puede facilitar la separacion entre las formas que estin formando complejos y las formas que no estin formando
complejos, de una o de ambas de las proteinas, asi como adaptar ensayos de alta capacidad de procesamiento. La unién
de un compuesto a ensayar a WUP o la interaccién de WUP con una molécula diana, en presencia y en ausencia de un
compuesto candidato, se puede llevar a cabo en cualquier recipiente adecuado para contener los reaccionantes, tal como
placas de microtitulacién, tubos de ensayo y tubos de microcentrifuga. Se puede proporcionar una proteina de fusién
que afade un dominio que permite que una o ambas de las proteinas se unan a una matriz. Por ejemplo, proteinas de
fusién GST-WUP o proteinas de fusiéon GST-molécula diana se pueden adsorber sobre bolitas de Sepharose-glutation
(SIGMA Chemical, St. Louis, MO) o sobre placas de microtitulacion que llevan unido glutation formando un derivado,
que se mezclan después con el compuesto a ensayar, o con el compuesto a ensayar y, o la proteina diana no adsorbida
o WUP, y la mezcla se incuba en condiciones que conducen a la formacién de complejos (p. €j., en condiciones
fisiol6gicas con respecto a la concentracion de sales y al pH). Después de la incubacion, las bolitas o los pocillos de
la placa de microtitulacion se lavan para retirar todos los componentes no unidos, la matriz se inmoviliza en el caso
de las bolitas, y el complejo se determina directamente o indirectamente, por ejemplo, segtin se ha descrito. Como
alternativa, los complejos se pueden disociar de la matriz y el nivel de unién a WUP o la actividad de WUP se pueden
determinar usando técnicas estandar.

En los ensayos de escrutinio también se pueden usar otras técnicas para inmovilizar proteinas sobre matrices. Se
puede inmovilizar WUP o su molécula diana usando sistemas de biotina-avidina o biotina-estreptavidina. La biotinila-
cion se puede realizar usando muchos reactivos, tales como biotina-NHS (N-hidroxi-succinimida; PIERCE Chemicals,
Rockford, IL), y se pueden inmovilizar en los pocillos de placas de 96 pocillos revestidos con estreptavidina (PIERCE
Chemical). Como alternativa, anticuerpos que reaccionan con WUP o con sus moléculas diana, pero que no interfieren
en la unién del WUP a su molécula diana, se pueden unir en forma de derivado a los pocillos de la placa, y a la
molécula diana no unida o al WUP atrapado en los pocillos mediante conjugacién con el anticuerpo. Los métodos
para detectar esos complejos, ademas de los descritos para detectar los complejos inmovilizados con GST, incluyen
la inmunodeteccién de complejos usando anticuerpos que reaccionan con WUP o con su molécula diana, asi como
ensayos ligados a enzimas que se basan en la deteccién de una actividad enzimadtica asociada con el WUP o con la
molécula diana.

(e) Escrutinios para identificar moduladores
Se pueden identificar moduladores de la expresiéon de WUP con un método en el que una célula se pone en contacto
con un compuesto candidato y se determina la expresion de mRNA de WUP o de proteina WUP en la célula. El

nivel de expresiéon de mRNA de WUP o de proteina WUP en presencia del compuesto candidato se compara con
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los niveles de mRNA de WUP o de proteina WUP en ausencia del compuesto candidato. El compuesto candidato se
puede luego identificar como modulador de la expresion de mRNA de WUP o de proteina WUP sobre la base de esta
comparacion. Por ejemplo, cuando la expresion de mRNA de WUP o de proteina WUP es mayor (es decir, de manera
estadisticamente significativa) en presencia del compuesto candidato que en su ausencia, el compuesto candidato se
identifica como estimulador de la expresion de mRNA de WUP o de proteina WUP. Como alternativa, cuando la
expresion de mRNA de WUP o de proteina WUP es menor (de manera estadisticamente significativa) en presencia
del compuesto candidato que en su ausencia, el compuesto candidato se identifica como inhibidor de la expresion de
mRNA de WUP o de proteina WUP. El nivel de expresion de mRNA de WUP o de proteina WUP en las células se
puede determinar mediante métodos descritos para detectar el mRNA de WUP o proteina WUP.

(i) Ensayos hibridos

WUP se puede usar como proteina “cebo” en ensayos de doble hibrido o de “triple hibrido” (Bartel y col., 1993;
Brent y col., Documento WO 94/10300, 1994; Iwabuchi y col., 1993; Madura y col., 1993; Saifer y col., Patente de EE.
UU. Nim: 5.283.317, 1994; Zervos y col., 1993) para identificar otras proteinas que se unen a, 0 que interaccionan con,
WUP y que modulan la actividad de WUP. Es también probable que esas WUP-bps estén implicadas en la propagacion
de sefales producidas por el WUP, por ejemplo, como elementos aguas arriba o aguas abajo de una ruta de WUP.

El sistema de doble hibrido se basa en la naturaleza modular de la mayoria de los factores de transcripcion, que
consiste en la existencia de dominios de unién a DNA y de dominios de activacion separables. Brevemente expuesto,
el ensayo utiliza dos construcciones de DNA diferentes. En una de las construcciones, el gen que codifica WUP esta
fusionado a un gen que codifica el dominio de unién a DNA de un factor de transcripcion conocido (p. €j., GAL4).
La otra construccion, una secuencia de DNA procedente de una genoteca de secuencias de DNA, que codifica una
proteina no identificada (“presa” o “muestra”) estd fusionada a un gen que codifica el dominio de activacién del
factor de transcripcién conocido. Si la proteina “cebo” y la proteina “presa” son capaces de interaccionar in vivo,
formando un complejo dependiente de WUP, los dominios de unién a DNA y de activacién del factor de transcripcion
se acercan quedando muy préximos. Esta proximidad permite la transcripcion de un gen de reporte (p. ej., LacZ)
que estd operativamente ligado a un sitio de regulacion de la transcripciéon que responde al factor de transcripcion.
La expresion del gen de reporte puede ser detectada y las colonias celulares que contienen el factor de transcripcién
funcional se pueden aislar y se pueden usar para obtener el gen clonado que codifica la proteina que interacciona con
WUP.

Se pueden identificar nuevos agentes mediante los ensayos de escrutinio anteriormente mencionados y se pueden
usar para tratamientos como los aqui descritos.

2. Ensayos de deteccion

Las porciones o los fragmentos de secuencias de cDNA de WUP aqui identificadas (y las secuencias completas
del gen WUP) son titiles por si mismas. A modo de ejemplo no limitativo, estas secuencias se pueden usar para: (1)
identificar a un individuo a partir de una muestra biolégica mintiscula (tipificacién de tejidos); y (2) ayudar en la
identificacion forense de una muestra bioldgica.

(a) Tipificacion de tejidos

Las secuencias de WUP de la invencién se pueden usar para identificar individuos a partir de muestras biolégicas
minusculas. En esta técnica, el DNA gendmico de un individuo se digiere con una o mds enzimas de restriccién y se
hibrida con sondas en una transferencia Southern para dar bandas tnicas. Las secuencias de la invencién son ttiles
como marcadores de DNA adicionales de “polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién” (RFLP; (Smulson
y col., Patente de EE. UU. Nim: 5.272.057, 1993)).

Ademais, las secuencias de WUP se pueden usar para determinar la secuencia real de DNA, base por base, de las
porciones diana del genoma de un individuo. Las secuencias de WUP se pueden usar para preparar dos cebadores
para PCR a partir de las terminaciones 5’ y 3’ de las secuencias, que se pueden usar para amplificar las secuencias
correspondientes procedentes del genoma de un individuo y para secuenciar después el fragmento amplificado.

Paneles de las secuencias de DNA correspondientes procedentes de individuos pueden proporcionar identificacio-
nes Unicas e individuales, ya que cada individuo tendrd un conjunto tnico de esas secuencias de DNA debido a las
diferencias alélicas. Las secuencias de la invencion se pueden usar para obtener esas secuencias de identificacién pro-
cedentes de individuos y de tejidos. Las secuencias de WUP de la invencién representan de manera univoca porciones
del genoma de un individuo. La variacién alélica se produce en cierta medida en las regiones codificadoras de estas
secuencias, y en mayor medida en las regiones no codificadoras. La variacién alélica entre seres humanos individuales
se produce con una frecuencia de aproximadamente una vez cada 500 bases. Gran parte de la variacién alélica es
debida a polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) (del inglés, “Single Nucleotide Polymorphisms™), que incluyen
los RFLP.

Cada una de las secuencias que aqui se describen, se pueden usar, en cierta medida, como un estdndar frente al
que se puede comparar el DNA de un individuo con el fin de su identificacién. Debido a que la mayor cantidad de
polimorfismos se produce en las regiones no codificadoras, se necesita un nimero menor de secuencias para diferenciar
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a los individuos. Las secuencias no codificadoras pueden identificar positivamente a los individuos con un panel de 10
a 1.000 cebadores que cada uno de los cuales produce una secuencia no codificadora amplificada de 100 bases. Si se
usan las secuencias codificadoras pronosticadas, tales como las de los SEQ ID NOS: 5 6 7, un nimero de cebadores
m4s adecuado para una identificacion positiva de los individuos seria de 500 - 2.000.

Medicina predictiva

La invencién también concierne al campo de la medicina predictiva en el que se usan ensayos de diagndstico, ensa-
yos de prondstico, la farmacogendmica y estudios clinicos de control, con fines de prondstico (predictivos) para tratar
a un individuo de manera profilactica. De acuerdo con esto, uno de los aspectos de la invencién se refiere a ensayos
de diagndstico de determinacién de WUP y/o de la expresion de un dcido nucleico WUP asi como de la actividad de
WUP, en el contexto de una muestra biolégica (p. ej., sangre, suero, células, tejido), para determinar si un individuo
padece una enfermedad o un trastorno, o si estd en riesgo de desarrollar un trastorno asociado con una expresion o ac-
tividad aberrantes de WUP, incluyendo céncer. La invencién también proporciona ensayos de prondstico (predictivos)
para determinar si un individuo estd en riesgo de desarrollar un trastorno asociado con WUP, con la expresion de un
dcido nucleico WUP o con la actividad de WUP. Por ejemplo, en una muestra bioldgica se pueden realizar ensayos
con respecto a la presencia de mutaciones en WUP. Esos ensayos se pueden usar con fines de prondstico o predictivos,
para tratar de modo profildctico a un individuo antes de la aparicién de un trastorno caracterizado por, o asociado con,
WUP, la expresion de un dcido nucleico WUP o la actividad biolégica de WUP.

Otro de los aspectos de la invencién proporciona métodos para determinar la actividad de WUP, o la expresion
de un 4cido nucleico WUP, en un individuo, para seleccionar los agentes terapéuticos o profilicticos adecuados para
ese individuo (a lo que aqui se hace referencia como “farmacogenémica”). La farmacogendmica permite la seleccién
de las modalidades (p. ej., farmacos, alimentos) para el tratamiento terapéutico o profil4ctico de un individuo, basada
en el genotipo del individuo (p. ej., el genotipo individual para determinar la capacidad del individuo para responder
a un agente particular). Otro aspecto de la invencién concierne al control de la influencia de las modalidades (p. €;j.,
farmacos, alimentos) sobre la expresion o actividad de WUP en estudios clinicos.

1. Ensayos de diagndstico

Un ejemplo de método para detectar la presencia o ausencia de WUP en una muestra bioldgica implica obtener una
muestra biolégica procedente de un individuo y poner en contacto esa muestra biolégica con un compuesto o con un
agente capaz de detectar WUP o un dcido nucleico WUP (p. ej., mRNA, DNA genémico) de manera que en la muestra
se confirme la presencia de WUP. Un agente adecuado para detectar mRNA o DNA genémico de WUP es una sonda
de 4cido nucleico marcada que se puede hibridar al mRNA o DNA genémico de WUP. La sonda de acido nucleico
puede ser, por ejemplo, un dcido nucleico WUP de longitud completa, tal como el 4cido nucleico de los SEQ ID NOS:
5 67, o una de sus porciones, tales como un oligonucleétido que tiene una longitud de al menos 15, 30, 50, 100, 250 6
500 nucleétidos y que es suficiente para hibridarse de manera especifica en condiciones rigurosas al mRNA o al DNA
genémico de WUP.

Un agente adecuado para detectar un polipéptido WUP es un anticuerpo capaz de unirse a WUP segiin se define
en las reivindicaciones, preferiblemente un anticuerpo que lleva un marcador detectable. Los anticuerpos pueden ser
policlonales, o mas preferiblemente, se puede usar un anticuerpo monoclonal An intacto, o uno de sus fragmentos
(p. €j., Fu o F(ab),). Una sonda marcada o un anticuerpo marcado se acopla (es decir, se liga fisicamente) a una
sustancia detectable, asi como también se puede hacer una deteccién indirecta de la sonda o del anticuerpo mediante
reactividad con otro reactivo que estd marcado directamente. Ejemplos de marcaje indirecto incluyen la deteccién de
un anticuerpo primario usando un anticuerpo secundario marcado por fluorescencia y el marcaje en los extremos de
una sonda de DNA con biotina de manera que puede ser detectada con estreptavidina marcada por fluorescencia. La
expresion “muestra bioldgica” incluye tejidos, células y fluidos bioldgicos aislados procedentes de un individuo, asi
como tejidos, células y fluidos presentes en un individuo. El método de deteccién se puede usar para detectar mRNA
de WUP, proteina WUP o DNA genémico de WUP en una muestra bioldgica in vitro asi como también in vivo. Por
ejemplo, las técnicas in vitro para la deteccion de mRNA de WUP incluyen hibridaciones Northern e hibridaciones in
situ. Las técnicas in vitro para la detecciéon de un polipéptido WUP incluyen ensayos de inmunoadsorcién ligados a
enzima (ELISA) (del inglés, “Enzyme Linked Immunosorbent Assays”, transferencias Western, inmunoprecipitaciones
y técnicas de inmunofluorescencia. Las técnicas in vitro para la deteccion de DNA genémico de WUP incluyen hibri-
daciones Southern y la hibridacién in situ con fluorescencia (FISH). Ademas, las técnicas in vivo para detectar WUP
incluyen introducir en un individuo un anticuerpo anti-WUP marcado. Por ejemplo, el anticuerpo se puede marcar con
un marcador radiactivo cuya presencia y localizacién en un individuo se puede detectar por medio de técnicas estdndar
de formacién de imagenes.

La muestra biol6gica procedente del individuo puede contener moléculas de proteina y/o moléculas de mRNA y/o
moléculas de DNA genémico. Una muestra biolégica preferida es la sangre.

Los métodos pueden conllevar ademds obtener una muestra bioldgica procedente de un individuo para proporcionar
un control, poner en contacto la muestra con un compuesto o agente para detectar WUP, mRNA o DNA gendémico, y
comparar la presencia de WUP, mRNA o DNA gendémico en la muestra de control, con la presencia de WUP, mRNA
o DNA genémico en la muestra sometida al ensayo.
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La invencién también abarca kits, segiin se definen en las reivindicaciones, para detectar WUP en una muestra
biolégica. Por ejemplo, el kit puede comprender: un compuesto marcado o un agente capaz de detectar WUP o mRNA
de WUP en una muestra; reactivos y/o equipamiento para determinar la cantidad de WUP presente en la muestra; y
reactivos y/o equipamiento para comparar la cantidad WUP presente en la muestra con un estdndar. El compuesto o el
agente pueden estar envasados en un recipiente adecuado. El kit puede comprender ademds instrucciones para el uso
del kit para detectar WUP o su dcido nucleico.

2. Ensayos de prondstico

Los métodos de diagndstico que aqui se describen se pueden ademds utilizar para identificar individuos que pa-
decen, o que estdn en riesgo de desarrollar, una enfermedad o trastorno asociados con la expresién o la actividad
aberrantes de WUP. Por ejemplo, los ensayos que aqui se describen, se pueden usar para identificar un individuo que
padece, o que estd en riesgo de desarrollar, un trastorno asociado con WUP, con la expresiéon de un dcido nucleico
WUP o con la actividad de WUP. Como alternativa, los ensayos de prondstico se pueden usar para identificar un in-
dividuo que padece, o que estd en riesgo de desarrollar, una enfermedad o trastorno asociados con una expresién o
actividad aberrantes de WUP, en cuyo caso se obtiene una muestra a ensayar procedente de un individuo y se detecta
WUP o un 4cido nucleico WUP (p. ej., mRNA, DNA genémico). Una muestra a ensayar es una muestra bioldgica
obtenida procedente de un individuo. Por ejemplo, una muestra a ensayar puede ser un fluido biolégico (p. €j., suero),
una muestra de células o un tejido.

Los ensayos de prondstico se pueden usar para determinar si a un individuo se le puede administrar una modalidad
(p. ¢j., un agonista, antagonista, compuesto peptidomimético, proteina, péptido, adcido nucleico, molécula pequefia,
alimento, etc.) para tratar una enfermedad o un trastorno asociado con una expresion o actividad aberrantes de WUP.
Esos métodos se pueden usar para determinar si un individuo puede ser tratado de manera eficaz con un agente indicado
para un trastorno. Los métodos pueden determinar si un individuo puede ser tratado de manera eficaz con un agente
indicado para un trastorno asociado con la expresion o la actividad aberrantes de WUP, en cuyo caso se obtiene una
muestra a ensayar y se detecta WUP o un dcido nucleico WUP (p. €j., cuando la presencia de WUP o de un acido
nucleico WUP es diagnéstico de que al individuo se le puede administrar el agente para tratar un trastorno asociado
con la expresién o la actividad aberrantes de WUP).

Los métodos también se pueden usar para detectar lesiones genéticas en un WUP para determinar si un individuo
que tiene esa lesién genética estd en riesgo de padecer un trastorno. Los métodos incluyen detectar, en una muestra
procedente del individuo, la presencia o ausencia de una lesién genética caracterizada por una alteracién que afecta
a la integridad de un gen que codifica un polipéptido WUP, o la expresion erronea de WUP. Esas lesiones genéticas
se pueden detectar determinando: (1) a delecién de uno o mas nucledtidos en WUP; (2) una adicién de uno o mas
nucledtidos en WUP; (3) una sustitucién de uno o mas nucleétidos en WUP; (4) un reordenamiento cromosomico de
un gen de WUP; (5) una alteracién en el nivel de transcritos del mRNA de WUP; (6) una modificacién aberrante de
un WUP, tal como un cambio por metilacién del DNA gendmico, (7) la presencia de un patrén de procesamiento por
corte y empalme distinto al de tipo salvaje de un transcrito de mRNA de WUP, (8) un nivel de WUP distinto del de
tipo salvaje, (9) una pérdida alélica de WUP, y/o (10) una modificacién postraduccional incorrecta de un polipéptido
WUP. Existen gran nimero de técnicas analiticas conocidas que se pueden usar para detectar lesiones en WUP. Se
puede usar cualquier muestra bioldgica que contenga células nucleadas.

Para la deteccidn de lesiones se puede usar una sonda/cebador en una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (p.
ej., (Mullis, Patente de EE. UU. Num. 4.683.202, 1987; Mullis y col., Patente de EE. UU. Num. 4.683.195, 1987)), tal
como una PCR de anclaje o una PCR por amplificacion rdpida de los extremos de cDNA (RACE), o como alternativa,
en una reaccién de ligacion en cadena (LCR) (p. ¢j., (Landegren y col., 1988; Nakazawa y col., 1994), esta tltima es
particularmente 1til para detectar mutaciones puntuales en genes WUP (Abravaya y col., 1995). Este método puede
incluir recoger una muestra procedente de un paciente, aislar los 4cidos nucleicos a partir de la muestra, poner en
contacto los 4cidos nucleicos con uno o mas cebadores que se hibridan especificamente con WUP en condiciones tales
que la hibridacién y amplificacién del WUP, si se encuentra presente, se produce, y detectar la presencia o ausencia
de un producto resultante de la amplificacién, o detectar el tamafio del producto resultante de la amplificacién, y
comparar la longitud con una muestra de control. Se prevé que puede ser conveniente usar la PCR y/o la LCR como
una etapa preliminar de amplificacién junto con cualquiera de las técnicas usadas para detectar las mutaciones que
aqui se describen.

Meétodos de amplificacion alternativos incluyen: replicacién automantenida de la secuencia (Guatelli y col., 1990),
un sistema de amplificacidn transcripcional (Kwoh y col., 1989); QB-Replicasa (Lizardi y col., 1988), o cualquier otro
método de amplificacidn de dcidos nucleicos, seguido de la deteccidn de las moléculas amplificadas usando técnicas
muy conocidas por los expertos en la técnica. Estos esquemas de deteccién son especialmente utiles para la deteccién
de moléculas de 4cido nucleico presentes con baja abundancia.

Se pueden identificar mutaciones en el WUP de una muestra por las alteraciones en los patrones de escisién con
enzimas de restriccion. Por ejemplo, se aisla el DNA de la muestra y un DNA de control, se amplifican (opcionalmen-
te), se digieren con una o mas endonucleasas de restriccion y se determinan las longitudes de los fragmentos mediante
electroforesis en gel y se comparan. La diferencia en las longitudes de los fragmentos entre el DNA de la muestra y
el DNA de control indica la existencia de mutaciones en el DNA de la muestra. Ademads, el uso de ribozimas especi-
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ficas de secuencia se puede emplear para puntuar con respecto a la presencia de mutaciones especificas mediante el
desarrollo o la pérdida de un sitio de escision por ribozima.

La hibridacién de los dcidos nucleicos de una muestra y de un control, p. ej., DNA o RNA, con matrices de al-
ta densidad que contienen cientos o miles de sondas oligonucleotidicas, permite identificar mutaciones genéticas en
WUP (Cronin y col., 1996; Kozal y col., 1996). Por ejemplo, las mutaciones genéticas en WUP se pueden identificar
en matrices bidimensionales que contienen sondas de DNA generadas por accion de la luz segtin se describe en Cro-
nin y col., supra. Brevemente expuesto, una primera matriz de sondas para hibridacién se puede usar para examinar
a través de largas extensiones de DNA en una muestra y en un control para identificar los cambios de bases entre
las secuencias fabricando matrices lineales de sondas secuenciales solapantes. Esta etapa permite la identificacion de
mutaciones puntuales. Esta etapa va seguida del uso de una segunda matriz para hibridacién que permite la caracte-
rizacién de mutaciones especificas usando matrices mas pequefias de sondas especializadas, complementarias a todas
las variantes o mutaciones detectadas. Cada una de las matrices para las mutaciones estd compuesta de conjuntos de
sondas paralelas, uno de ellos complementario al gen de tipo salvaje y el otro complementario al gen mutante.

En otra realizacién mds, se puede usar cualquiera de las diversas reacciones de secuenciaciéon conocidas en la
técnica para secuenciar directamente el WUP y detectar mutaciones detectando la secuencia del WUP de la muestra
con la secuencia correspondiente de tipo salvaje (control). Ejemplos de reacciones de secuenciacioén incluyen las
basadas en las técnicas clédsicas (Maxam y Gilbert, 1977; Sanger y col., 1977). Se puede usar cualquiera de los diversos
métodos de secuenciacidon automadtica cuando se realizan ensayos de diagnéstico (Naeve y col., 1995) que incluyen la
secuenciacién mediante espectrometria de masas (Cohen y col., 1996; Griffin y Griffin, 1993; Koster, documento WO
94/16101, 1994).

Otros métodos para detectar mutaciones en el WUP incluyen los métodos en los que se usa un proteccién contra
agentes de escision para detectar bases mal apareadas en heterodiplex de RNA/RNA o de RNA/DNA (Myers y col.,
1985). En general, la técnica de “escision de los desapareamientos” comienza proporcionando heterodiplex formados
hibridando RNA o DNA (marcado) que contiene la secuencia de WUP de tipo salvaje con RNA o DNA potencialmente
mutante, obtenido de una muestra. Los diplex bicatenarios se tratan con un agente que escinde regiones monocate-
narias del duplex tales como las que surgen de los desapareamientos de pares de bases entre las cadenas del control
y las de la muestra. Por ejemplo, diplex de RNA/DNA se pueden tratar con RNase y los hibridos de DNA/DNA se
pueden tratar con nucleasa S; para digerir enzimaticamente las regiones mal apareadas. En otras realizaciones, diplex
de DNA/DNA o se pueden tratar con hidroxilamina o con tetréxido de osmio y con piperidina con el fin de digerir las
regiones mal apareadas. El material digerido se separa luego por tamafios sobre geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes, para determinar el sitio de la mutacién (Grompe y col., 1989; Saleeba y Cotton, 1993). El DNA o
RNA de control pueden estar marcados para la deteccion.

Las reacciones de escision de desapareamientos pueden utilizar una o mas proteinas que reconocen pares de base
desapareadas en un DNA bicatenario (reparacion de los desapareamientos en el DNA) en sistemas definidos, para
detectar y mapear mutaciones puntuales en los cDNA de WUP obtenidos procedentes de muestras de células. Por
ejemplo, la enzima mutY de E. coli escinde por A en desapareamientos G/A y la timidina-DNA-glicosilasa procedente
de células HeLa escinde por T en desapareamientos G/T (Hsu y col., 1994). Segin una realizacion ilustrativa, una
sonda basada en una secuencia de WUP de tipo salvaje se hibrida con un cDNA o con otro producto de tipo DNA
procedente de una célula(s) a ensayar. El diplex se trata con una enzima de reparacion de desapareamientos de DNA
y los productos resultantes de la escisién (si existen) se pueden detectar aplicando protocolos de electroforesis o
protocolos similares (Modrich y col., Patente de EE. UU. Nim. 5. 459.039, 1995).

Los cambios en la movilidad electroforética se pueden usar para identificar mutaciones en WUP. Por ejemplo,
se pueden usar el polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP) (del inglés, “Single Strand Conformation
Polymorphism”) para detectar diferencias en la movilidad electroforética entre los 4cidos nucleicos mutantes y los de
tipo salvaje (Cotton, 1993; Hayashi, 1992; Orita y col., 1989). Los fragmentos de DNA monocatenario de la muestra
y acidos nucleicos WUP de control, se desnaturalizan y después se vuelven a naturalizar. La estructura secundaria
de los 4cidos nucleicos monocatenarios varfa segin la secuencia; el cambio en movilidad electroforética resultante
permite la deteccion incluso de un tnico cambio de bases. Los fragmentos de DNA pueden estar marcados o se
pueden detectar con sondas marcadas. La sensibilidad del ensayo se puede aumentar usando RNA (en vez de DNA) en
el que la estructura secundaria es mas sensible a cambios en la secuencia. El método en cuestion puede usar anélisis
de los heterodiiplex para separar moléculas de heterodiplex bicatenarias basdndose en los cambios en movilidad
electroforética (Keen y col., 1991).

La migracién de los fragmentos mutantes o de tipo salvaje se puede ensayar usando electroforesis en gel en gra-
diente desnaturalizante (DGGE; (Myers y col., 1985). En una DGGE, el DNA se modifica para prevenir su completa
desnaturalizacién, por ejemplo afiadiendo una abrazadera de GC (del inglés, “GC clamp”) de aproximadamente 40 pb
de un DNA de alto punto de fusién y rico en GC, mediante PCR. También se puede usar un gradiente de temperatura
en lugar de un gradiente desnaturalizante para identificar diferencias en la movilidad del DNA de control y del DNA
de la muestra (Rossiter y Caskey, 1990).

Ejemplos de otras técnicas para detectar mutaciones puntuales incluyen, pero no se limitan a, la hibridacién selec-
tiva de oligonucledtidos, amplificacion selectiva o extension de cebadores selectiva. Por ejemplo, se pueden preparar
cebadores oligonucleotidicos en los que la mutacién conocida se sitia en el centro y después se pueden hibridar con el
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DNA diana en condiciones que permiten la hibridacién tinicamente si se encuentra un apareamiento de bases perfecto
(Saiki y col., 1986; Saiki y col., 1989). Esos oligonucleétidos alelo especificos se hibridan con el DNA diana amplifi-
cado mediante PCR o con varias de las diferentes mutaciones cuando los oligonucleétidos estdn unidos a la membrana
de hibridacién y se hibridan con el DNA diana marcado.

Como alternativa se puede usar la tecnologia de amplificacion alelo-especifica que depende de una amplificacién
selectiva por PCR. Los cebadores oligonucleotidicos para amplificaciones especificas pueden portar la mutacién de
interés en el centro de la molécula (de manera que la amplificacién depende de una hibridacién diferencial (Gibbs
y col., 1989)) o en el extremo 3’-terminal de uno de los cebadores, caso en el que, en las condiciones adecuadas,
el desapareamiento puede impedir, o disminuir la extension por accién de la polimerasa (Prosser, 1993). Se puede
introducir un sitio de restriccién muevo en la regién de la mutacién para crear una deteccion basada en la escision
(Gasparini y col., 1992). También se puede realizar una amplificacion certera usando la Taq ligasa para la amplificacion
(Barany, 1991). En esos casos, la ligacion tiene lugar solamente si existe un apareamiento de bases perfecto en la
terminacion 3’ de la secuencia 5’, lo que permite la deteccién de una mutacién conocida mediante puntuacién de la
amplificacién.

Los métodos descritos se pueden realizar, por ejemplo, usando kits preempaquetados, que comprenden al menos
una sonda (un dcido nucleico o un anticuerpo) que se puede usar convenientemente, por ejemplo, en dmbitos clinicos
para diagnosticar pacientes que exhiben sintomas o un historial clinico familiar de una enfermedad o dolencia en la
que estd implicado WUP.

Ademds, cualquier tipo de célula o tejido en el que se expresa WUP se puede utilizar en los ensayos de pronéstico
que aqui se describen.

3. Farmacogenomica

Agentes, o moduladores, que ejercen un efecto estimulador o inhibidor sobre la actividad o expresién de WUP,
seglin se identifica mediante un ensayo de escrutinio, se pueden administrar a individuos para tratar trastornos, de
manera profilactica o terapéutica. Junto con este tratamiento, se puede tener en consideracion la farmacogenémica (es
decir, el estudio de la relacién entre el genotipo de un individuo y la respuesta de ese individuo a una modalidad de
procedencia externa, tal como un alimento, un compuesto o un fairmaco). Las diferencias metabdlicas de los tratamien-
tos terapéuticos pueden dar lugar a reacciones adversas graves o al fracaso terapéutico, al modificar la relacion entre
la dosis y la concentracién en sangre del farmaco farmacolégicamente activo. Asi, la farmacogenémica del individuo
permite la seleccion de agentes eficaces (p. €j., firmacos) para los tratamientos profildcticos y terapéuticos basados en
la consideracién del genotipo del individuo. La farmacogendémica se puede usar ademas para determinar las dosifica-
ciones y las pautas posolégicas apropiadas. Por consiguiente, la actividad de WUP, la expresion de un acido nucleico
WUP, o una mutacion(s) en WUP en un individuo se puede hacer que oriente sobre la seleccion del agente(s) adecuado
para el tratamiento terapéutico o profilactico.

La farmacogendmica trata sobre las variaciones hereditarias clinicamente significativas en la respuesta a las moda-
lidades debidas a una predisposicién alterada frente a la modalidad o a una accién anormal en las personas afectadas
(Eichelbaum y Evert, 1996; Linder y col., 1997). En general, se pueden diferenciar dos afecciones farmacogendmicas:
(1) afecciones genéticas transmitidas en forma de un factor tnico que altera la interaccién de una modalidad con el
organismo (accién modificada de farmacos) o (2) afecciones genéticas transmitidas en forma de factores individuales
que alteran el modo en el que el organismo actiia sobre una modalidad (metabolismo alterado del farmaco). Estas afec-
ciones farmacogenéticas se pueden presentar o bien en forma de defectos poco frecuentes o bien como polimorfismos
de 4cidos nucleicos. Por ejemplo, la deficiencia en glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PD) (del inglés, “Glucose-
6-Phosphate Dehydrogenase’) es una enzimopatia hereditaria comtn en la que la complicacién clinica principal es
una hemolisis después de la ingestion de farmacos oxidantes (firmacos antipalidicos, sulfonamidas, analgésicos, ni-
trofuranos) y el consumo de habas.

Como realizacion ilustrativa, la actividad de enzimas metabolizadoras de farmacos es un determinante impor-
tante tanto de la intensidad como de la duracién de la accién de un farmaco. El descubrimiento de polimorfismos
genéticos de enzimas metabolizadoras de farmacos (p. €j., N-acetiltransferasa 2 (NAT 2) y las enzimas CYP2D6 y
CYP2C19 del citocromo P450) explica los fendmenos que experimentan algunos pacientes que muestran una respues-
ta exagerada frente a un farmaco y/o reacciones adversas importantes después de tomar la dosis estdndar e inocua
de un farmaco. Estos polimorfismos se expresan en dos fenotipos en la poblacién, el metabolizador rapido (EM)
(del inglés, “Extensive Metabolizer”) y el metabolizador lento (PM) (del inglés, “Poor Metabolizer”). La prevalen-
cia del PM es diferente entre las diferentes poblaciones, por ejemplo, el gen CYP2D6 es altamente polimoérfico y
se han identificado varias mutaciones en los PM, todas las cuales conducen a la ausencia de un CYP2D6 funcional.
Los metabolizadores lentos debidos a los CYP2D6 y CYP2C19 mutantes, experimentan con frecuencia respuestas
exageradas frente al foirmaco y efectos secundarios cuando reciben dosis estdndar. Si un metabolito es el resto tera-
péutico activo, el individuo PM no manifiesta respuesta terapéutica alguna, como se demuestra en el caso del efecto
analgésico de la codeina mediado por su metabolito morfina formado por accién de CYP2D6. En el otro extremo
se encuentran los denominados metabolizadores ultrarrdpidos que no responden a las dosis estandar. Recientemen-
te, se ha identificado que la base molecular del metabolismo ultrarrdpido es debida a una amplificacion del gen
CYP2De6.
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La actividad de WUP, la expresiéon de un acido nucleico WUP o el contenido en mutaciones de WUP en un
individuo se puede determinar para seleccionar el agente(s) adecuado para un tratamiento terapéutico o profildctico
del individuo. Ademas, se pueden usar estudios farmacogenéticos para aplicar el genotipado de alelos polimoérficos
que codifican enzimas metabolizadoras de firmacos a la identificacién de un fenotipo individual de capacidad de
respuesta a un farmaco. Este conocimiento, cuando se aplica a la dosificacién o a la seleccion de farmacos, puede
evitar reacciones adversas o fracasos terapéuticos y asi aumentar la eficiencia terapéutica o profilactica cuando se
trata a un individuo con un modulador de WUP, tal como un modulador identificado mediante uno de los ensayos de
escrutinio descritos como ilustrativos.

4. Vigilancia de los efectos durante los estudios clinicos

La vigilancia de la influencia de agentes (p. ej., firmacos, compuestos) sobre la expresién o actividad de WUP se
puede aplicar no solamente en procedimientos basicos de escrutinio de fairmacos, sino también en estudios clinicos. Por
ejemplo, la eficacia de un agente, que mediante un ensayo de escrutinio se ha determinado que aumenta la expresién
de WUP, los niveles de proteina o que regula por incremento la actividad de WUP, se puede vigilar en estudios
clinicos de individuos que exhiben una expresiéon de WUP disminuida, niveles de proteina WUP disminuidos o una
actividad de WUP regulada por disminucién. De manera alternativa, la eficacia de un agente que se ha determinado
que disminuye la expresiéon de WUP, los niveles de proteina WUP o la actividad de WUP regulada por disminucion,
se puede vigilar en estudios clinicos de individuos que exhiben una expresiéon de WUP aumentada, niveles de proteina
WUP aumentados o una actividad de WUP regulada por incremento. En esos estudios clinicos, la expresién o actividad
de WUP y, preferiblemente, la de otros genes que han sido implicados, por ejemplo, en el cdncer, se puede usar como
indicadores (del inglés, “read out”) o como marcadores de una capacidad de respuesta particular de las células.

Por ejemplo, se pueden identificar genes, que incluyen WUP, que son modulados en las células por tratamiento
con una modalidad (p. ej., un alimento, compuesto, firmaco o una molécula pequefia). Para estudiar el efecto de los
agentes sobre el cancer, por ejemplo, en un estudio clinico, las células se pueden aislar y su RNA se puede preparar
y analizar con respecto a los niveles de expresion de WUP y de otros genes implicados en ese trastorno. El patrén
de expresion génica, se puede cuantificar mediante andlisis de transferencia Northern, expresion diferencial de genes
(del inglés “nuclear run-on” o experimentos de RT-PCR, o midiendo la cantidad de proteina, o midiendo el nivel de
actividad de WUP o de otros productos génicos. De esta manera, el patrén de expresion génica puede servir por si
mismo como marcador, siendo indicativo de la respuesta fisioldgica celular frente a ese agente. Por consiguiente, este
estado de la respuesta puede ser determinado antes del tratamiento, y en diferentes momentos durante el tratamiento
del individuo con ese agente.

La eficacia del tratamiento de un individuo con un agente (p. ej., un agonista, antagonista, proteina, péptido,
compuesto peptidomimético, dcido nucleico, molécula pequeiia, alimento u otro farmaco candidato identificado en los
ensayos de escrutinio que aqui se describen) se puede vigilar mediante las etapas de (1) obtener una muestra de un
individuo, previa a la administracién del tratamiento; (2) detectar el nivel de expresion de un WUP, mRNA o DNA
genémico en la muestra previa a la administracién del tratamiento; (3) obtener una o mds muestras del individuo,
posteriores a la administracién del tratamiento; (4) detectar el nivel de expresion o la actividad del WUP, mRNA, o
DNA genémico en las muestras posteriores a la administracion del tratamiento; (5) comparar el nivel de expresién o
actividad del WUP, mRNA, or DNA genémico en la muestra previa a la administracién del tratamiento, con el nivel de
expresion o actividad del WUP, mRNA o DNA gendmico en la muestra o muestras posteriores a la administracion del
tratamiento; y (6) modificar la administracién del agente al individuo de acuerdo con los resultados. Por ejemplo, puede
ser conveniente aumentar la administracion del agente para aumentar la expresion o la actividad de WUP hasta niveles
mas altos que los detectados. Es decir, aumentar la eficacia del agente. De manera alternativa, puede ser conveniente
disminuir la administracién del agente, para disminuir la expresion o la actividad de WUP a niveles mds bajos que los
detectados, es decir, para disminuir la expresion o actividad de WUP hasta niveles mds bajos que los detectados, es
decir, para disminuir la eficacia del agente.

5. Usos del tratamiento

Los usos profilacticos y terapéuticos pueden tratar a un individuo que esta en riesgo de padecer, (o que es suscep-
tible a padecer) un trastorno o que padece un trastorno asociado con una expresion o actividad aberrantes de WUP.
Ejemplos incluyen trastornos en los que los requerimientos metabdlicos de la célula (y por consiguiente los requeri-
mientos de las mitocondrias y del reticulo endopldsmico) son altos, tal como sucede durante un crecimiento celular
rapido. Ejemplos de esos trastornos y enfermedades incluyen canceres, tales como, melanoma, cdncer de mama o
céncer de colén.

6. Enfermedades y trastornos

Las enfermedades y trastornos que se caracterizan por un aumento de los niveles de WUP o por un aumento de
su actividad biolégica se pueden tratar con agentes terapéuticos que antagonizan (es decir, disminuyen o inhiben) su
actividad. Los antagonistas se pueden administrar de manera terapéutica o profilactica. Los agentes terapéuticos que se
pueden usar incluyen: (1) péptidos WUP o sus andlogos, derivados, fragmentos u homélogos; (2) anticuerpos dirigidos
contra un péptido WUP; (3) 4cidos nucleicos WUP; (4) la administracion de un acido nucleico antisentido y de acidos
nucleicos que son “disfuncionales” (es decir, debido a una insercion heter6loga en las secuencias codificadoras) que se
utilizan para eliminar su funcién endégena mediante recombinacién homéloga (Capecchi, 1989); o (5) moduladores
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(es decir, inhibidores, agonistas y antagonistas, incluyendo compuestos peptidomiméticos o anticuerpos especificos
contra WUP adicionales) que alteran la interaccién entre WUP y su pareja de unién.

Las enfermedades y trastornos que se caracterizan por una disminucién de los niveles de WUP o por una dis-
minucién de su actividad biolégica se pueden tratar con agentes terapéuticos que aumentan (es decir, son agonistas
de) su actividad. Los agentes terapéuticos que regulan la actividad por incremento se pueden administrar de manera
terapéutica o profilactica. Los agentes terapéuticos que se pueden usar incluyen péptidos o sus andlogos, derivados,
fragmentos u homélogos; o un agonista que aumenta la biodisponibilidad.

Los niveles aumentados o disminuidos se pueden detectar facilmente cuantificando el péptido y/o el RNA, obte-
niendo una muestra de tejido del paciente (p. €j., de un tejido biopsiado) y analizandolo in vitro con respecto a los
niveles de RNA o péptido, con respecto a la estructura y/o con respecto a la actividad de los péptidos expresados (o de
los mRNA de WUP). Los métodos incluyen, pero no se limitan a, inmunoensayos (p. €j., mediante andlisis de transfe-
rencia Western, inmunoprecipitacion seguida de electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato
sédico (SDS), inmunocitoquimica, etc.) y/o andlisis de hibridacién para detectar la expresién de los mRNA (p. €;j.,
ensayos Northern, transferencias de puntos, hibridacién in situ y métodos similares).

7. Métodos profildcticos

Los individuos que estdn en riesgo de padecer una enfermedad que estd causada por, o a la que contribuye, una
expresion o actividad aberrantes de WUP, se pueden identificar, por ejemplo, mediante cualquiera de los andlisis
de diagndstico o prondstico existentes o mediante una combinacion de los mismos. La administracion de un agente
profilactico puede tener lugar antes de la manifestacion de los sintomas caracteristicos de la aberrancia de WUP, de
manera que una enfermedad o trastorno se previene o, de manera alternativa, se retarda en su progresién. Dependiendo
del tipo de aberrancia de WUP, por ejemplo, se puede usar un agonista de WUP o un antagonista de WUP para tratar
la individuo. El agente adecuado se puede determinar en ensayos de escrutinio.

8. Métodos terapéuticos

Otro aspecto de la invencion concierne a métodos para identificar moduladores de la expresion o actividad de WUP
con fines terapéuticos. Un agente que modula la actividad de WUP puede ser un dcido nucleico o una proteina, un
ligando cognado de WUP presente en la naturaleza, un péptido, un compuesto peptidomimético de WUP u otra molé-
cula pequefia. El agente puede estimular la actividad de WUP. Ejemplos de agentes estimuladores de ese tipo incluyen
un WUP activo y una molécula de 4cido nucleico WUP que ha sido introducida en la célula. En otra realizacion, el
agente inhibe la actividad de WUP. Ejemplos de agentes inhibidores incluyen dcidos nucleicos WUP antisentido y an-
ticuerpos anti-WUP. Los métodos de modulacién se pueden realizar in vitro (p. €j., cultivando la célula con el agente
0, como alternativa se pueden realizar in vivo (p. €j., administrando el agente a un individuo). Asi pues, la invencién
proporciona métodos para identificar agentes adecuados para tratar a un individuo aquejado con una enfermedad o
trastorno caracterizado por una expresion o actividad aberrantes de una molécula de WUP o de un 4cido nucleico
WUP. En este sentido, se puede utilizar un agente (p. €j., un agente identificado en un ensayo de escrutinio) o una
combinacién de agentes que modulan (p. €j., que regulan por incremento o que regulan por disminucién) la expresién
o la actividad de WUP. Como alternativa, una molécula de WUP o de un 4cido nucleico WUP se puede utilizar como
terapia para compensar una expresion o actividad disminuida o aberrante de WUP.

La estimulacién de la actividad de WUP es conveniente en situaciones en las que WUP estd regulado por disminu-
cién de manera anormal y/o en las que es probable que una actividad de WUP aumentada ejerza un efecto beneficioso.

9. Determinacion del efecto biologico del agente terapéutico

Se pueden realizar ensayos in vitro o in vivo adecuados para determinar el efecto de un agente terapéutico especifico
y si su administracion estd indicada para el tratamiento del tejido afectado.

En distintas realizaciones especificas se pueden realizar ensayos in vitro con células representativas del tipo(s)
implicado en el trastorno del paciente, para determinar si un agente terapéutico determinado ejerce el efecto deseado
sobre ese tipo(s) de célula. Las modalidades para usar en el tratamiento se pueden ensayar en sistemas de modelos
animales adecuados que incluyen, pero que no se limitan a, ratas, ratones, pollos, vacas, monos, conejos y animales
similares, antes de ensayarlas en individuos humanos. De manera similar, en los ensayos in vivo, se puede usar cual-
quiera de los sistemas de modelos animales conocidos en la técnica antes de la administracion a individuos humanos.

10. Usos profildcticos y terapéuticos de las composiciones de la invencion

Los 4cidos nucleicos WUP y las proteinas WUP son titiles en las potenciales aplicaciones terapéuticas y profildc-
ticas implicadas en diversos trastornos que incluyen, pero que no se limitan a, cancer.

Como ejemplo, un cDNA que codifica WUP puede ser ttil en terapia génica, y la proteina puede ser util cuando se

administra a un individuo que la necesita. A modo de ejemplo no limitativo, las composiciones de la invencién serdn
efectivas en el tratamiento de pacientes que padecen cancer.
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Los 4cidos nucleicos WUP, o sus fragmentos, pueden también ser titiles en aplicaciones de diagnéstico, en las que
se ha de determinar la presencia o la cantidad del 4cido nucleico o de la proteina. Un uso adicional podria ser el uso
como molécula antibacteriana (es decir, se ha descubierto que algunos péptidos poseen propiedades antibacterianas).
Estos materiales son ademds ttiles en la generacién de anticuerpos que se unen de manera inmunoespecifica a las
nuevas sustancias de la invencién, para usarlos en métodos terapéuticos o de diagndstico.

Ejemplo
Los detalles experimentales del siguiente ejemplo se pueden encontrar en (Pennica y col., 1998).

Las proteinas Wnt median en diversos procesos del desarrollo embrionario tales como el control de la proliferacion
celular, la adhesion, la polaridad celular y el establecimiento de los destinos tltimos de las células. Aunque Wnt-1 no
se expresa en glandula mamaria normal, la expresion de Wnt-1 en ratones transgénicos produce tumores mamarios.

Una estrategia de sustraccion en el cDNA, basada en PCR, la hibridacién sustractiva por supresion (SSH) (Diat-
chenko y col., 1996), usa RNA aislado de células C57TMG epiteliales mamarias de ratén y de células C57MG transfor-
madas de manera estable con un retrovirus Wnt-1. La sobreexpresion de Wnt-1 en esta linea de células es suficiente
para inducir un fenotipo parcialmente transformado, caracterizado por células alargadas y refrictiles que pierden la
inhibicién por contacto y forman una matriz multicapa (Brown y col., 1986; Wong y col., 1994). Los genes que se
expresan de manera diferencial entre estas dos lineas celulares contribuyen probablemente al fenotipo transformado.

1. Métodos

SSH. La SSH se realizé usando el kit de sustraccion de cDNA por PCR selectiva (CLONTECH). Se sintetiz6 el
cDNA bicatenario “fester” a partir de 2 ug de RNA poli(A)* aislado de la linea celular C57MG/Wnt-1 y se sintetiz6 el
cDNA “driver” a partir de 2 ug de RNA poli(A)* procedente de las células parentales C5S7TMG cells. La genoteca de
cDNA sustraida se subcloné en un vector pGEM-T para su posterior analisis.

Expresion del RNA de WUP humano. La amplificacién por PCR del cDNA de la primera cadena se llevé a cabo
con paneles de cDNA de miuiltiples tejidos humanos (CLONTECH) y con una concentracién 300 uM de cada uno de
los ANTP, a 94°C durante 1 s, a 62°C durante 30 s, a 72°C durante 1 min, durante 22-32 ciclos.

Andlisis de amplificacion génica y de expresion de RNA. La amplificacién génica relativa y la expresion del RNA
de WUP y c-myc en las lineas celulares se determinaron mediante una PCR cuantitativa. Se disefiaron cebadores
especificos de genes y sondas fluorogénicas y se usaron para amplificar y cuantificar los genes. El método se usé para
calcular el SE de los niveles de expresion de RNA. La sefial especifica de WUP se normalizé con respecto a la del
gen doméstico de la gliceraldehido-3-fosfato-deshidro-genasa. Todos los reactivos analiticos TagMan se obtuvieron
procedentes de Perkin-Elmer Applied Biosystems.

2. Resultados

Para identificar los genes Wnt-1 inducibles, se usé la técnica de SSH usando la linea C57MG de células de epitelio
mamario de ratén y células C5S7TMG que expresan Wnt-1 y Wnt-4 de manera estable. Los cDNA candidatos expresados
de manera diferencial (un total de 1.384 total) se secuenciaron. El1 39% de las secuencias se correspondieron con genes
u homoélogos conocidos, el 32% se correspondieron con secuencias identificadoras de secuencias expresadas y el
29% no tuvieron correspondencia. Para confirmar que el transcrito se habia expresado diferencialmente, se realizé un
andlisis semicuantitativo de PCR con transcripcién inversa usando mRNA de las células C57MG y C57TMG/Wnt-1.

La técnica de SSH determiné que WUP estaba regulada por incremento en las células que expresan Wnt-1 2-3
veces en comparacion con la expresada en las células de tipo salvaje o en las células C57TMG que expresan Wnt-4.
El andlisis de PCR cuantitativa (TagMan) confirmo la regulacién por incremento, evidenciando un incremento de 1,4
veces en las células que expresan Wnt-1 en comparacion con las células de tipo salvaje o con las células que expresan
Wnt-4.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminodcidos que tiene una identidad de secuencia de
al menos el 80% con respecto a la secuencia de los SEQ ID NOS: 6 u 8, en el que dicho polipéptido es un polipéptido
WUP activo (Wntl UPregulated) (Regulado por incremento por Wntl).

2. El polipéptido de la reivindicacién 1, en el que dicha secuencia de aminodcidos tiene una identidad de secuencia
de al menos el 90% con respecto a la secuencia de los SEQ ID NOS: 6 u 8.

3. El polipéptido de la reivindicacidn 1, en el que dicha secuencia de aminodacidos tiene una identidad de secuencia
de al menos el 98% con respecto a la secuencia de los SEQ ID NOS: 6 u 8.

4. Un polipéptido aislado que consiste en la secuencia de aminoécidos de la Tabla 6 (SEQ ID NO: 39), que
corresponde a los aminodcidos 51 - 126 del SEQ ID NO: 6.

5. Un polipéptido quimérico aislado que comprende un polipéptido con una secuencia de aminodcidos que tiene
una identidad de secuencia de al menos el 80% con respecto a la secuencia de los SEQ ID NOS: 6 u 8, fusionada
a un polipéptido distinto de WUP seleccionado entre el grupo que consiste en glutation-S-transferasa, una proteina
inmunoglobulina o sus fragmentos, hormona de crecimiento humana, 8-glucuronidasa, proteina fluorescente verde,
luciferasa, cloranfenicol-acetil-transferasa, S-galactosidasa y fosfatasa alcalina secretada.

6. Un polipéptido aislado que codifica el polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 - 5, o un complemento
de dicho polinucleétido.

7. Un polinucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos que tiene una identidad de secuencia de al
menos el 90% con respecto a la secuencia del SEQ ID NO: 5 o una identidad de secuencia de al menos el 80% con
respecto a la secuencia del SEQ ID NO: 7, o un complemento de dicho polinucledtido.

8. El polinucleétido de la reivindicacién 7, en el que dicha secuencia de nucleétidos tiene una identidad de se-
cuencia de al menos el 98% con respecto a la secuencia de los SEQ ID NOS: 5 6 7, o un complemento de dicho
polinucledtido.

9. Un anticuerpo que se une especificamente al polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 5.

10. Un método para determinar si un compuesto regula por incremento o regula por disminucion la transcripcion de
un gen que comprende el SEQ ID NO: 5 6 7, que comprende: poner dicho compuesto en contacto con una composicion
que comprende una RNA-polimerasa y dicho gen, y medir la cantidad de polinucleétido que corresponde a un mRNA
de los SEQ ID NOS: 5 6 7, y medir la cantidad de transcripcién del gen.

11. Un método para determinar si un compuesto regula por incremento o regula por disminucién la traduccién de
los SEQ ID NOS: 5 6 7, que comprende: poner dicho compuesto en contacto con una composiciéon que comprende
un ribosoma y un polinucleétido que corresponde a un mRNA de los SEQ ID NOS: 5 6 7, y medir la cantidad de
traduccion del gen.

12. El método de la reivindicacién 10 u 11, en el que dicha composicién estd en una célula.

13. Un vector, que comprende uno cualquiera de los polinucleétidos de las reivindicaciones 6 - 8.

14. Una célula que comprende el vector de la reivindicacién 13.

15. Un método para escrutar una muestra de tejido con respecto a su potencial tumorigénico, que comprende: medir
la expresion de un polinucleétido que comprende el SEQ ID NO: 5 6 7 en dicha muestra de tejido.

16. El método de la reivindicacién 15, en el que dicho medir se refiere a medir una cantidad de mRNA que codifica
un polipéptido que comprende una secuencia de aminodcidos del SEQ ID NO: 6 u 8.

17. Un animal transgénico no humano, que posee al menos uno de los genes de WUP alterados que comprende el
SEQIDNO:567.

18. El animal transgénico no humano de la reivindicacién 17, en el que el animal no humano es un ratén.
19. Un animal transgénico no humano, que comprende un polinucleétido exdgeno que tiene una identidad de
secuencia de al menos el 80% con respecto a la secuencia de los SEQ ID NOS: 5 6 7, o un complemento de dicho

polinucledtido.

20. El animal transgénico no humano de la reivindicacién 19, en el que dicho polinucleétido exégeno tiene una
identidad de secuencia de al menos el 90% con respecto a la secuencia de los SEQ ID NOS: 5 6 7, o un complemento
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de dicho polinucleétido, preferiblemente una identidad de secuencia de al menos el 98% con respecto a la secuencia
de los SEQ ID NOS: 5 6 7, o un complemento de dicho polinucleétido.

21. Un método in vitro para escrutar una muestra con respecto a una mutacion en el gen de WUP, que comprende:
detectar la expresion de una secuencia de polinucleétidos de cualquiera de las reivindicaciones 6 - 8; y comparar una
secuencia de polinucleétidos WUP de la muestra con una secuencia de polinucledtidos de los SEQ ID NOS: 5 6 7,
para identificar una mutacién en el gen de WUP.

22. Un método para determinar el estadio clinico de un tumor, que comprende comparar la expresiéon de un poli-
nucleétido WUP de cualquiera de las reivindicaciones 6 - 8 en una muestra, con la expresién de los SEQ ID NOS: 5 6
7 en muestras de control.

23. Un método para detectar un polipéptido regulado por incremento por Wntl en una muestra bioldgica, que
comprende:

a) detectar la expresion del polinucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 6 - 8 en una muestra biolégica; y

b) comparar la expresion de ese polinucledtido con la de una muestra de control para determinar si la expresion
del polinucledtido estd regulada por incremento.

24. El método de cualquiera de las reivindicaciones 21 - 23, en el que la expresion del polinucledtido de cualquiera
de las reivindicaciones 6 - 8 se detecta con una sonda de dcido nucleico que se une al polinucleétido de cualquiera de
las reivindicaciones 6 - 8 en condiciones de rigurosidad.

25. El método de cualquiera de las reivindicaciones 21 - 23, en el que la expresién del polinucledtido de cual-
quiera de las reivindicaciones 6 - 8 se detecta con al menos uno de los oligonucleétidos que pueden amplificar el
polinucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 6 - 8.

26. El método de cualquiera de las reivindicaciones 22 - 23, en el que la expresion del polinucleétido de cualquiera
de las reivindicaciones 6 - 8 se detecta con un anticuerpo de la reivindicacién 9.

27. El método de la reivindicacion 26, en el que el anticuerpo estd marcado de manera detectable.

28. El método de la reivindicacion 27, en el que el marcador es un resto radioactivo o un resto fluorescente.

29. El método de cualquiera de las reivindicaciones 21 - 28, en el que la muestra procede de un tumor.

30. Un kit para detectar una regulacién por incremento de un polipéptido regulado por incremento por Wnt-1,
que comprende un polinucledtido segun cualquiera de las reivindicaciones 6 - 8 o un complemento de dicho polinu-
cledtido, o un anticuerpo segun la reivindicacién 9, para detectar la expresion del polinucleétido de cualquiera de las

reivindicaciones 6 - 8§ en una muestra bioldgica.

31. El kit de la reivindicacién 30, en el que el polinucledtido, o un complemento de dicho polinucleétido, puede
hacer de cebador para amplificar el polinucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 6 - 8.

32. El kit de la reivindicacién 30, en el que el anticuerpo estd marcado de manera detectable.
33. El kit de la reivindicacion 32, en el que el anticuerpo estd marcado con un resto radioactivo o fluorescente.

34. Un polipéptido aislado segtin la reivindicacién 1, que comprende una secuencia de aminoacidos del SEQ ID
NO: 6u 8.
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FIGURA 1

Analisis BLOCKS de dominios de proteinas de 87769892

Tamario de las sondas: 76 aminoacidos
Archivo de sondas: irasteliiblocks.seq
Fichero(s) diana: blocks.dat

Archivos inspeccionados: 4034
Puntuaciones realizadas: 4034

Alineamientos realizados: 422518
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<110> Genentech, Inc.

CuraGen Corporation

ES 2 298 226 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<120> POLIPEPTIDOS NUEVOS Y ACIDOS NUCLEICOS QUE LOS CODIFICAN

<130> 11669.210EPWO

<140> PCT/US01/09600
<141> 22-03-2001

<150> US 60/191.258
<151> 22-03-2000

<160> 39
<170> Patentln version 3.3

<210> 1

<211> 1.066
<212> DNA
<213> Murine sp.

<400> 1

cccaggcgtce
tgccagecgga
caggaattag
gtgtccccte
ccaacctggg
caaaaagttc
cgtccagecaa
tggattacce
tcctgaagge
gacctttttt
ccgggagcac
gagtttcttt
aatagaaggt
ttacgagttt
tgggaaacag
cggcgagtgg
cttccttgaa

cttctagtce

ttggtggtgg
ctgttceggeg
gtagcctgcet
cttgtttcte
acaatggtgt
ctggagccat
tccggegata
acaaaaggac
ccttggetgt
ctetgagacce
atgatattta
ttcattaaag
ccgtgtgage
gcegttcectea
tgeccgtccga
acagctggcece
aaatgtaacc

tgacggtgta

tgagtgaggt
gcttgacgtce
tgececttgeat
tcgeggettt
gcattccttg
acatataccc
agaatatgag
caacagaagt
ttgcaaatgg
aggaatctag
tatttaaaat
tagctttcat
agacgctcag
cttctgtggg
ggtgggatgc
gagaccagct
tggacatcgt

ttaaacgtcc

ttagggagcet
cccagacget
ttectgcaccyg
cctceectttg
cattgtcatt
tgtggtcagt
caaggtagac
ctcggataaa
acctaatgat
ataatagttt
tccagtagtt
ttctattatt
aacagagccce
ctcctatacce
gatgagaaga
ccaaggcagce
tgtcaatcece

atttaacttg

ggggctcgeg
gtgcttgagc
ctctccgﬁcc
gaccggcacg
ccagteectge
cgcatatggce
tgcaagggtg
aagaaagact
atgaagectt
agcttectgce
atatttaaga
ccaatttact
ttggcectte
ttgagtggga
tgtgatcact
tggagaagga
acaacccctg

tgaaaa

cagcggtgtc
cggtgcacce
gtggacctcg

tgtcggagcet

tctggatctt .

ctaaaaaagc
caggtactaa
agtgtgggtce
ctttgtctct
tgatactgat
tctcaccect
gatatgaaca
gagttcttte
tgagtcttag
gcaggcgcag
aggacgggag

actctctgtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1066
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<210>2

<211> 113

<212> PRT

<213> Especie murina

<400> 2

val Ala Cys Leu
1

Arg Cys Pro Leu
20

His val Ser Glu
35

Val Ile Pro Val
50

Ile Tyr Pro Val
65

Ser Gly Asp Lys

Asn Gly Leu Pro
100

Asp

<210>3

<211> 955

<212> DNA

<213> Especie de Miuridos

<220>

Pro

Leu

Leu

Leu

Val

Asn

85

Thr

<221> caracteristica misceldnea

<222> (1)..(3)
<223>nesa,c,g, 0t

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (7)..(7)
<223>nesa,c,g, o0t

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (48)..(48)
<223>nesa,c, g0t

Cys

val

Gln

Leu

Ser

70

Met

Lys

ES 2 298 226 T3

Ile

Ser

Pro

Ser

Gly

Ser

Leu

Gly

40

Ile

Ile

Lys

Pro

Ala

Ala

25

Thr

Phe

Txp

val

Thr
105

Pro

10

Ala

Met

Lys

Pro

Asp

90

Glu

Leu

Phe

val

Lys

Lys

75

Cys

val

Ser

Leu

Cys

Phe

&80

Lys

Lys

Ser

Val

Pro

Ile

45

Leu

Ala

Gly

Asp

Arg Gly

Leu Asp
30

Pro Cys

Glu Pro

val Gln

Ala Gly

95

Lys Lys
110

Pro

Arg

Ile

Tyr

Gln

80

Thr

Lys
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<220>

<221> caracteristica misceldnea
<222> (128)..(128)
<223>nesa,c,g, o0t

<220>

<221> caracteristica misceldnea
<222> (268)..(268)
<223>nesa,c,g, o0t

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (801)..(801)
<223>nesa,c, g0t

<400> 3

nnngtgngtg
teggeggett
cggagctnca
ggatcttcaa
aaaaagccgt
gtactaatgg
gtgggtctcec
tgtctctgac
tactgatccg
tcacccctga
tatgaacaaa
gttectttctt
agtcttagtg
aggcgcagceg
gacgggagct

tectetgtget

<210>4
<211> 87
<212> PRT
<213> Especie de Muridos

<220>

aggtttaggg
gacgtcccca
acctgggaca
aaagttcctg
ccagcaatcc
attacccaca
tgaaggccct
cttttttcte
ggagcacatg
gtttcttett
tagaaggtcc
acgagtttgc
ggaaacagtg
gcgagtggac
tccttgaaaa

tetagtectg

<221> caracteristica miscelanea
<222> (58)..(58)
<223> Xaa puede ser cualquiera de los aminoacidos presentes en la naturaleza

ES 2 298 226 T3

agctggggct
gacgcetgtge
atggtgtgca
gagccataca
ggcgatanga
aaaggaccaa
tggectgtttg
tgagaccagg
atatttatat
cattaaagta
gtgtgagcag
cgttctcact
ccgtccgagg
ngetggecga
atgtaacctg

acggtgtatt

cgcgcagcgyg
gttgagccgg
ttccttgeat
tataccctgt
atatgagcaa
cagaagtctc
caaatggacc
aatctagata
ttaaaattcc
gctttcattt
acgctcagaa
tctgtgggct
tgggatgcga
gaccagctcce
gacatcgttg

aaacgtccat

gtgtctgnca
tgcaccccag
tgtcattcca
ggtcagtcgc
ggtagactge
ggataaaaag
taatgatatg
atagtttagc
agtagttata
ctattattce
cagagccctt
cctatacctt
tgagaagatg
aaggcagctg
tcaatcccac

tCaaéttgtg

gcggagctgt
gaattagtgt
gtcctgctct
atatggccta
aagggtgcag
aaagactagt
aagecttett
ttctgcctga
tttaatgatc
aatttactga
ggceccttcga
gagtgggatg
tgatcactgc
gagaaggaag
aacccctgac

gaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

955
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<400> 4

Ala Gly Ala Pro Gln Glu

1 5

Leu

val Ile Pro Cys Ile

20

Cys val

Leu Glu Pro Ile

35

Phe

Lys Tyr

Ala Vval Gln Gln Ser

55

Lys Lys

Gly Ala Gly Thr

70

Asn

Cys
65

Lys

val Ser Asp Lys Lys

85

Lys Asp

<210>5
<211> 1.099
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (64)..(64)
<223>nesa,c,got

<400> 5

ggetttgtag
ggcntcctge
gctctcaggt
cagttctget
ccttegttag
gcaaagtaaa
tctgtgataa
gacctgataa
aattcaggat
atttaaaatg
tagctttcat

tagacattat

ctgctccgea
ctcctececte
tgaggagctce
ctggatctac
tcgtatatgg
ctttaagggt
aaagaaagac
tatgaagcat
aggagtctag
tagttagtta
ttetgttatt

gttactaaat

gcccagceceeyg
ctcggeggte
aagcttggga
aaaaaattcc
cctaagaaag
gcagacatga
taaagaaatt
cttecttgta
atatttacct
tatttaatga
gctgtttgaa

cagcacttta

Vval Ser

Glu

Leu Gln

10

Ile Pro
25

Tyr Pro

Gly Asp

Gly Leu

ggcgegctcg
gcggecegeg
aaatggtgtg
tggagccata
caatacaaga
atggattacc
ttcectaaagg
attgtctcetyg
gatactaatc
cctcattcct
taatatgatt

aaatctttgg

Val

val

Xaa

Pro

Leu Leu

val

Ser

Met
60

Asn

Thr
7S

Lys

cagagtccta
cctcegeggt
cattccttgt
tatataccct
atccaatgat
aacaaaagga
accccatcat
acctttttat
aggaaatata
aagttccttt
aaatagaagg

ttctctaatt

Pro Gly

15

Ile
30

Trp

Arg Ile

45

Ser Lys

Gly Pro

ggcggtgcge
gcctgccttce
atcgtcattc
ctggtttccc
acaaacaaag
ccaacagaaa
ttaaaaaatg
ctgagaccgg
tgatatccgt
ttcgttaatg
tttgtgccag

catatgaatt

Thr

Phe

Trp

Val

Thr

Met

Lys

Pro

Asp

Glu
80

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
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tgctgtttge tctaatttct ttgggetctt ctaatttgag tggagtacaa ttttgttgtg 780
aaacagtcca gtgaaactgt gcagggaaat gaaggtagaa ttttgggagg taataatgat 840
gtgaaacata aagatttaat aattactgtc caacacagtg gagcagcttg tccacaaata 900
tagtaattac tatttattgc tctaaggaag attaaaaaaa gatagggaaa agggggaaac 960
ttctttgaaa aatgaaacat ctgttacatt aatgtctaat tataaaattt taatccttac 1020
tgcatttctt ctgttcctac aaatgtatta aacattcagt ttaactggta aaaaaaaaaa 1080
aaaaaaaccc ggg9gggggg 1099

<210> 6

<211> 126

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (21)..(21)

<223> Xaa puede ser cualquiera de los aminoacidos presentes en la naturaleza

<400> 6
Leu Cys Ser Cys Ser Ala Ala Gln Pro Gly Arg Ala Arg Arg Val Leu
1 S 10 15
Gly Gly Ala Arg Xaa Pro ARla Ser Ser Leu Leu Gly Gly Arg Gly Pro

20 25 30
Arg Leu Arg Gly Ala Cys Leu Arg Ser Gln Val Glu Glu Leu Lys Leu
35 40 45
Gly Lys Met Val Cys Ile Pro Cys Ile Val Ile Pro Val Leu Leu Trp
50 55 60
Ile Tyr Lys Lys Phe Leu Glu Pro Tyr Ile Tyr Pro Leu Val Sexr Pro
65 70 75 80
Phe Val Ser Arg Ile Trp Pro Lys Lys Ala Ile Gln Glu Ser Asn Asp
85 S0 95
Thr Asn Lys Gly Lys Val Asn Phe Lys Gly Ala Asp Met Asn Gly Leu
100 105 110
Pro Thr Lys Gly Pro Thr Glu Ile Cys Asp Lys Lys Lys Asp
115 120 125
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<210>7
<211>1.113

<212> DNA

<213> Homo sapiens

10

15

20

25

30

35

40

45

50

<400> 7
gtgagtgtgc ccgggctagc ggcctgggtt gggctttgta gctgctcoge ggcccagcec 60
gggcgegetc geagagtect aggcggtgeg cggectcctg cctectccoct ccteggeggt i20
cgcggeccge cggecctocge ggtgcctgce ttegetctca ggttgaggag ctcaagettg 180
ggaaaatggt gtgcattcct tgtatcgtca ttccagttct gctctggatc tacaaaaaat 240
tcctggagcc atatatatac cctctggttt cccccttegt tagtcgtata tggcctaaga 300
aagcaataca agaatccaat gatacaaaca aaggcaaagt aaactttaag ggtgcagaca 360
tgaatggatt accaacaaaa ggaccaacag aaatctgtga taaaaagaaa gactaaagaa 420
attttcctaa aggaccccat catttaaaaa atggacctga taatatgaag catcttcctt 480
gtaattgtct ctgacctttt tatctgagac cggaattcag gataggagtc tagatattta 540
cctgatacta atcaggaaat atatgatatc cgtatttaaa atgtagttag ttatatttaa 600
tgacctcatt cctaagttcc tttttecgtta atgtagcttt catttctgtt attgetgttt 660
gaataatatg attaaataga aggtttgtgc cagtagacat tatgttacta aatcagcact 720
ttaaaatctt tggttctcta attcatatga atttgctgtt tgctctaatt tctttggget 780
cttctaattt gagtggagta caattttgtt gtgaaacagt ccagtgaaac tgtgcaggga 840
aatgaaggta gaattttggg aggtaataat gatgtgaaac ataaagattt aataattact 900
gtccaacaca gtggagcagc ttgtccacaa atatagtaat tactatttat tgctctaagg 960
aagattaaaa aaagataggg aaaaggggga aacttctttg aaaaatgaaa catctgttac 1020
attaatgtct aattataaaa ttttaatcct tactgcattt cttctgttcc tacaaatgta 1080
ttaaacattc agtttaaaaa aaaaaaaaaa aaa 1113

<210> 8

<211> 124

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 8

ES 2 298 226 T3

Leu Leu Arg Gly Pro Ala Arg Ala Arg Ser Gln Ser Pro Arg Arg Cys

1

S

10 15

Ala Ala Ser Cys Leu Leu Pro Pro Arg Arg Ser Arg Pro Ala Gly Leu

20

25 30

Arg Gly Ala Cys Leu Arg Ser Gln Val Glu Glu Leu Lys Leu Gly Lys

35

Met Vval Cys
SO

Lys Lys Phe
65

Ser Arg Ile

Lys Gly Lys

Lys Gly Pro
115

<210>9

<211> 113
<212> PRT
<213> Rattus sp.

Ile

Leu

Trp

val

100

Thr

Pro

Glu

Pro

85

Asn

Glu

40 45
Cys Ile val Ile Pro Val Leu Leu Trp Ile Tyr
S5 60

Pro Tyr Ile Tyr Pro Leu Val Ser Pro Phe Val
70 75 80

Lys Lys Ala Ile Gln Glu Ser Asn Asp Thr Asn
20 95

Phe Lys Gly Ala Asp Met Asn Gly Leu Pro Thr
105 110

Ile Cys Asp Lys Lys Lys Asp
120
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<400> 9

Ala Trp Ala Ser
1

Gly Leu Thr Ser
20

Leu Val Ser Glu
35

Val Ile Pro Val
50

Ile Tyr Pro Val
65

Leu Asp Asn Arg

Asn Gly Phe Ser
100

Asp

<210> 10

<211> 80

<212> PRT

<213> Oryctolagus sp.

<220>
<221> caracteristica miscelanea
<222> (28)..(28)

<223> Xaa puede ser cualquiera de los aminodcidos presentes en la naturaleza.

<220>
<221> caracteristica misceldnea
<222> (38)..(38)

<223> Xaa puede ser cualquiera de los aminodcidos presentes en la naturaleza

Trp

Pro

Ile

Leu

val

Asn

85

Thr

Trp

Asp

Gln

Leu

Ser

70

Thr

Lys

ES 2 298 226 T3

Trp

Ala

Arg

Arg

Gly

Gly

Arg

val

Gly

40

Ile

Ile

Lys

Pro

Val

Arg

25

Thr

Phe

val

Thr
105

Thr

10

Cys

Met

Lys

Pro

Asp

90

Glu

Leu

Ala

val

Lys

Arg

75

cys

val

Ala

Gly

Cys

Phe

60

Lys

Lys

Ser

Ala

Ile

Ile

45

Leu

Ala

Gly

Asp

val

Pro

30

Pro

Glu

val

Ala

Lys
110

val
15

Gln

Cys

Pro

Gln

Asp

95

Lys

Ser

Glu

Ile

Tyr

Gln

80

Thr

Lys
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<400> 10

Glu Leu

1

Ile Leu

Leu Ile

Glu Ser

S0

Gly Leu

65

<210> 11
<211>70
<212> PRT

Lys

Leu

Ser

35

Ser

Pro

<213> Osteichthyes sp.

<400> 11

Phe Gln Pro

1

Ser Ile Pro

Phe Val Leu

Ile Ile Ser

50

35

Ala

TIp

20

Pro

Asp

Thr

Thr

val
20

Trp

Lys

ES 2 298 226 T3

Gly Thr Met

Ile Tyr Lys

Phe Xaa Ser

Asn Gly Arg

55

Lys Gly Pro
70

Arg Pro Val

Thr Thr Met

Phe Tyr His

Phe Trp Thr
58

Ser Lys Phe Phe Phe Phe

65

<210> 12
<211>99
<212> PRT

<213> Drosophila sp.

70

val

Lys

Arg

40

val

Thr

Gly

val

Lys

40

Pro

Cys

Phe

25

Ile

Asp

Glu

Pro

Cys

25

Tyr

Lys

Ile
10

Leu

Trp

Cys

Ile

Lys

Ile

Leu

Ala

Pro

Glu

Pro

Lys

Pro
75

Lys

Pro

Gln

val

Cys

Xaa

Arg

Gly

60

Asp

Phe

Cys

Pro

Glu
60

Ile

Tyr

Lys

45

Thr

Lys

Trp

Ile

Ile
45

Ala

val

Ile

30

Ala

Asp

Lys

Ile

val

30

Leu

Asn

Ile
15

Tyr

val

Thr

Lys

val
15

Ile

Tyr

Gly

Pro

Pro

Gln

Asn

Asp
80

Cys

Pro

Pro

Thr
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<400> 12

Met
1

His

Lys

Phe

Thr
65

Leu

Lys

<210> 13
<211> 87

Val Cys Val

Lys Phe val

20

Lys Asp Asp

35

Glu Cys
50

Lys

Glu Asn Val

Asn Ala Thr

Glu Ile

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> AA

<400> 13

966965

Ala Gly Ala

1

val Cys Ile

Lys Phe Leu

Lys

Cys
65

35

Lys Ala
S0

Lys Gly

Val Ser Asp

Pro

Pro

20

Glu

Val

Ala

Lys

Pro

Gln

Asp

Gly

Ser

Ala
85

Cys

Pro

Gly

Gly

Asp

70

Met

ES 2 298 226 T3

Ile

Ile

Asn

val

55

Asp

Ala

Ile

Leu

val

40

cys

Asp

Ala

Gln Glu Leu Val

5

Cys Ile Val Ile

Pro Tyr Ile Tyr

40

Gln Gln Ser Gly

55

Gly Thr Asn Gly

70

Lys Lys Asp

85

Ile Pro Leu Leu
10

Leu Arg Tyr Trp
25

Ile Lys Lys Gly

Pro Phe Val Pro
60

Ala Glu Glu Ser
75

Glu Thr Glu Vval
90

Ser Glu Leu Gln
10

Pro Val Leu Leu
25

Pro Val Val Ser

Asp Lys Asn Met
€0

Leu Pro Thr Lys
75

10

Leu Tyr

Asn Pro
30

Pro Asp
45

Gly Gly

Glu Asn

Asp Glu

Pro Gly

Trp Ile
30

Arg Ile
45

Ser Lys

Gly Pro

Ile
1S

Trp

Phe

Lys

Pro

Ser
95

Thr
15

Phe

Trp

val

Thr

Trp

Glu

Pro

Lys

Pro

80

Lys

Met

Lys

Pro

Asp

Glu
80
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<210> 14
<211> 14
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 14

Pro Tyr Ile Tyr Pro Leu Val Ser Pro Phe Val Ser Arg Ile
1 5

<210> 15

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 15

1

<210> 16
<211> 14
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 16

1

<210> 17

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

ES 2 298 226 T3

10

Pro Val Leu Leu Trp Ile Tyr Lys Lys Phe Leu
5 10

10

Asn Phe Lys Gly Ala Asp Met Asn Gly Leu Pro Thr Lys Gly
5

11
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ES 2 298 226 T3
<400> 17

Tyr Pro Leu Val Ser Pro Phe Val Ser Arg Ile Trp Pro Lys Lys Ala
1 5 10 15

Ile Gln Glu Ser Asn Asp Thr Asn Lys Gly Lys Val Asn Phe Lys Gly
20 25 30

Ala Asp Met Asn Gly
35

<210> 18
<211>29
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 18

Asp Thr Asn Lys Gly Lys Val Asn Phe Lys Gly Ala Asp Met Asn Gly
1 5 10 15

Leu Pro Thr Lys Gly Pro Thr Glu Ile Cys Asp Lys Lys
20 25

<210> 19

<211>20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 19

Pro Lys Lys Ala Ile Gly Glu Ser Asn Asp Thr Asn Lys Gly Lys Val
1 5 10 15

Asn Phe Lys Gly
20

<210> 20

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

12
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ES 2 298 226 T3

<400> 20
Asn Lys Gly Lys Val Asn Phe Lys Gly Ala Asp Met Asn Gly
1 5 10

<210> 21

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 21

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

Ala Asp Met Asn Gly Leu Pro Thr Lys Gly Pro Thr
20 25

<210> 22
<211>25
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 22

Met val Cys Ile Pro Cys Ile Val Ile Pro Val Leu Leu Trp Ile Tyr
1 5 10 15

Lys Lys Phe Leu Glu Pro Tyr Ile Tyr
20 25

<210> 23
<211> 55
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

13
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ES 2 298 226 T3

<400> 23

Val Leu Leu Trp Ile Tyr Lys Lys Phe Leu Glu Pro Tyr Ile Tyr Pro
1 S 10 15

Leu Val Ser Pro Phe Val Ser Arg Ile Trp Pro Lys Lys Ala Ile Gln
20 25 30

Glu Ser Asn Asp Thr Asn Lys Gly Lys Val Asn Phe Lys Gly Ala Asp
35 40 45

Met Asn Gly Leu Pro Thr Lys
50 55

<210> 24

<211>23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 24
Ser Pro Phe Val Ser Arg Ile Trp Pro Lys Lys Ala Ile Gln Glu Ser
1 S5 10 15

Asn Asp Thr Asn Lys Gly Lys
20
<210> 25
<211> 22
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 25
Lys Lys Ala Ile Gly Glu Ser Asn Asp Thr Asn Lys Gly Lys Val Asn
1 5 10 15

Phe Lys Gly Ala Asp Met
20
<210> 26
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

14



ES 2 298 226 T3

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 26

Tyr Pro Leu Val Ser Pro Phe val Ser Arg Ile Trp Pro Lys Lys Ala
1 5 10 15

Ile Gln

<210> 27
<211> 42
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 27
Leu Val Ser Pro Phe Val Ser Arg lle Trp Pro Lys Lys Ala Ile Gly
1 5 10 15

Glu Ser Asn Asp Thr Asn Lys Gly Lys Val Asn Phe Lys Gly Ala Asp
20 25 30

Met Asn Gly Leu Pro Thr Lys Gly Pro Thr
3S 40
<210> 28
<211>49
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 28
Pro Cys Ile Val Ile Pro Val Leu Leu Trp Ile Tyr Lys Lys Phe Leu
1 5 10 15

Glu Pro Tyr Ile Tyr Pro Leu Val Ser Pro Phe Val Ser Arg Ile Trp
20 25 30

Pro Lys Lys Ala Ile Gly Glu Ser Asn Asp Thr Asn Lys Gly Lys Val
35 40 45

Asn

<210> 29
<211>6

15
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ES 2 298 226 T3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 29

Thr Glu Ile Cys Asp Lys
1 5

<210> 30

<211> 33

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 30

Ile Trp Pro Lys Lys Ala Ile Gly Glu Ser Asn Asp Thr Asn Lys Gly
1 5 10 15

Lys Val Asn Phe Lys Gly Ala Asp Met Asn Gly Leu Pro Thr Lys Gly
20 25 30

Pro

<210> 31

<211>52

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 31
Ile Tyr Pro Leu Val Ser Pro Phe Val Ser Arg Ile Trp Pro Lys Lys
1 5 10 15

Ala Ile Gly Glu Ser Asn Asp Thr Asn Lys Gly Lys Val Asn Phe Lys
20 25 30

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

Asp Lys Lys Lys
50

16
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ES 2 298 226 T3

<210> 32

<211> 46

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 32

Lys Lys Phe Leu Glu Pro Tyr Ile Tyr Pro Leu Val Ser Pro Phe Val
1 5 10 15

Ser Arg Ile Trp Pro Lys Lys Ala Ile Gly Glu Ser Asn Asp Thr Asn
20 25 30

Lys Gly Lys Val Asn Phe Lys Gly Ala Asp Met Asn Gly Leu
3s 40 45

<210> 33

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 33
Trp Pro Lys Lys Ala Ile Gln Glu Ser Asn Asp Thr Asn Lys Gly Lys
1 5 10 15

vVal Asn Phe Lys Gly Ala Asp Met Asn Gly Leu Pro Thr Lys Gly
20 25 30

<210> 34

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 34
Leu Trp Ile Tyr Lys Lys Phe Leu Glu Pro Tyr Ile Tyr Pro Ile Val
1 5 10 15

Ser Pro Phe Val Ser Arg Ile Trp Pro Lys Lys Ala Ile Gly Glu Ser
20 25 30

<210> 35
<211>41

17
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ES 2 298 226 T3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 35

val Leu Leu Trp Ile Tyr Lys Lys Phe Leu Glu Pro Tyr Ile Tyr Pro
1 ) 10 15

Leu Val Ser Pro Phe Val Ser Arg Ile Trp Pro Lys Lys Ala Ile Gly
20 25 30

Glu Ser Asn Asp Thr Asn Lys Gly Lys
35 40
<210> 36
<211> 25
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 36
Met Val Cys Ile Pro Cys Ile Val Ile Pro Val Leu Leu Trp Ile Tyr
1 5 10 15

Lys Lys Phe Leu Glu Pro Tyr Ile Tyr
20 25

<210> 37

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 37

Lys Ala Ile Gln Glu Ser Asn Asp Thr Asn Lys Gly Lys Val Asn Phe
1 S 10 15

Lys Gly Ala Asp Met Asn Gly Leu Pro Thr Lys Gly Pro Thr Glu Ile
20 25 30

Cys Asp Lys Lys
35

18
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ES 2 298 226 T3

<210> 38

<211>23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 38

Leu Val Ser Pro Phe Val Ser Arg Ile Trp Pro Lys Lys Ala Ile Gly
1 S 10 15

Glu Ser Asn Asp Thr Asn Lys
20
<210> 39
<211> 176
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Péptido ilustrativo

<400> 39
Met Val Cys Ile Pro Cys Ile Val Ile Pro Val Leu Leu Trp Ile Tyr
1 5 10 15

Lys Lys Phe Leu Glu Pro Tyr Ile Tyr Pro Leu Val Ser Pro Phe Val
20 25 30

Ser Arg Ile Trp Pro Lys Lys Ala Ile Gln Glu Ser Asn Asp Thr Asn
35 40 45

Lys Gly Lys Val Asn Phe Lys Gly Ala Asp Met Asn Gly Leu Pro Thr
50 55 60

Lys Gly Pro Thr Glu Ile Cys Asp Lys Lys Lys Asp
6S 70 75

19
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