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ES 2264 127 TS5

DESCRIPCION
Ligando de HTK

Antecedentes de la invencion

Campo de la invencién

[0001] La presente invencion hace referencia en general a un ligando del receptor de proteina tirosina quinasa
(rPTK). En particular, la invencion hace referencia a un nuevo ligando que se une a, y activa, el receptor quinasa
transmembrana de hepatoma (Htk) (también conocido como el receptor HpTK 5) y al aislamiento y produccién
recombinante del mismo.

Descripcion de la técnica relacionada

[0002] La transduccion de sefiales que regulan el crecimiento y la diferenciacion celular esta controlada en parte por
la fosforilacion de diversas proteinas celulares. Las proteinas tirosina quinasas son enzimas que catalizan este
proceso. Los miembros de la familia de proteinas tirosina quinasas pueden ser reconocidos por la presencia de
algunas regiones aminoacidicas conservadas en el dominio catalitico de tirosina quinasa (Hanks y col., Science
241:42-52 [1988]). El dominio de tirosina quinasa esta implicado en las vias de transduccién de sefales de la
mitogénesis, la transformacién y la diferenciacion celular. Ciertas tirosinas quinasas estimulan predominantemente el
crecimiento y la diferenciacion celular, mientras que ofras tirosina quinasas detienen el crecimiento celular y
promueven la diferenciacion. Ademas, dependiendo del entorno celular en el que se expresan, la misma tirosina
quinasa puede estimular, o inhibir, la proliferacion celular. Véase Schlessinger y col., Neuron 9:383-391 [1992].

[0003] Los receptores de proteina tirosina quinasa (rPTKs) transmiten las sefiales extracelulares a las vias de
sefializaciéon intracelular y en consecuencia controlan la proliferacion y diferenciacion celular. Estos rPTKs
comparten una estructura similar, con una parte catalitica intracelular, un dominio transmembrana y un dominio de
unién al ligando extracelular. (Schlessinger y col., supra). Los dominios extracelulares (ECDs), que son responsables
de la union al ligando y de la transmision de sefiales biolégicas, han mostrado estar compuestos de diversos motivos
estructurales distintos. El dominio intracelular comprende una proteina catalitica tirosina quinasa.

[0004] Los receptores tirosina quinasa se dividen en diversas clases, de acuerdo con su secuencia y similitudes
estructurales. Por ejemplo, los receptores de Clase V tienen regiones ricas en cisteina y fibronectina de Tipo Il en el
dominio extracelular e incluyen los receptores EPH, ELK, ERK, EEK, ECK y HEK. Para una revisién de las diversas
clases de receptores tirosina quinasas y sus funciones, véase, por ejemplo, Hanks y col., supra y Schlessinger y col.,
supra.

[0005] Los ligandos proteicos para los receptores de proteina tirosina quinasa se unen al dominio extracelular de sus
receptores dobletes en la superficie celular y de este modo estimulan la fosforilacién de tirosinas. Algunos de estos
ligandos son factores de crecimiento o citoquinas, tales como el factor de crecimiento 1 de tipo insulina (IGF-1), el
factor de crecimiento epitelial (EGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el factor de crecimiento
nervioso (NGF). Los ligandos para diversos receptores tirosina quinasa han demostrado que funcionan en el sistema
hematopoyético. Por ejemplo, el ligando para el receptor tirosina quinasa flt3/flk-2 murino, clonado recientemente,
estimula la proliferacion de células hematopoyéticas primitivas de raton y las de médula 6sea CD-34 positivas
humanas. Lyman y col., Cell 75:1157-1167 (1993).

[0006] Un ligando proteico que estimula la fosforilacion del receptor ECK se ha clonado recientemente y se ha
expresado en células CHO. Bartley y col., Nature 368:558-560 (1994). Este ligando de ECK se hall6 que era idéntico
a B61, una molécula aislada con anterioridad por Holzman y col., Mol. Cell. Biol. 10:5830-5838 (1990).

[0007] Recientemente, se ha identificado y clonado un receptor tirosina quinasa a partir de una linea de células de
carcinoma hepatocelular humanas, Hep 3B. Este receptor, denominado receptor “Htk” o receptor “HpTK 5”, se cree
que pertenece a la Clase V o a la subfamilia EPH o rPTKs. Véase Bennett y col., J. Biol. Chem., 269 (19):14211-
14218 (1994).

[0008] El analisis de transferencia de Northern de los tejidos fetales humanos demostrd que la expresién del acido
nucleico del receptor de Htk tiene lugar en el corazén, pulmén, higado, cerebro y rifidn. En el tejido humano adulto,
no se detectd ninguna sefal en el cerebro, mientras que si se observd una sefal especialmente intensa en la
placenta, seguido por el rifién, higado, pulmoén y pancreas. El musculo esquelético y el corazén presentaron una
sefial de menor intensidad. Véase Bennett y col., supra.

[0009] La expresiéon del acido nucleico del receptor Htk en las lineas celulares de tumores humanos también se
analiz6 por transferencia de Northern. Las lineas celulares derivadas del higado, mama (MCF-7), colon (Colo 205),
pulmén (NCI 69), melanocitos (HM-1) y cérvix (HelLa) presentaron sefiales detectables de tamafio adecuado. Se
observo la presencia de RNA mensajero en lineas celulares seleccionadas de origen hematopoyético. K562 (una
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célula mieloide primitiva multipotente), THP-1 (una célula monocitoide), U937 (una linea celular mielomonocitica),
Hep3B (una linea celular de hepatocarcinoma humano), y CMK (de origen megacariocitico) fueron todas positivas
para el RNA mensaje del receptor Htk, pero las células linfoides (H9, Jurkat, JH-1, Raji, Ramos) u otras células
mieloides seleccionadas (KG-1-0 KMT2) no presentaron un transcrito detectable por transferencia de Northern.
Véase Bennett y col., supra.

[0010] EI homdlogo murino del receptor Htk, denominado “myk-1”, se aislé a partir del epitelio de glandulas
mamarias. Véase Andres y col., Oncogene 9:1461-1467 (1994). Andres y col., publicaron que myk-1 se induce
durante la proliferacion del epitelio de mamiferos y se inhibe durante su diferenciacion. Ademas, la expresion no
regulada del receptor se considera que representa potencialmente un suceso temprano en la carcinogénesis de la
glandula mamaria (véase Andres y col., supra).

[0011] Sin embargo, se cree que el ligando proteico para el receptor Htk no se ha descubierto todavia. En
consecuencia, es un objetivo de la presente invencion proporcionar un ligando para el receptor Htk.

[0012] Es otro objetivo de la invencién proporcionar el acido nucleico que codifica el ligando de Htk para que éste
pueda generarse mediante tecnologia de ADN recombinante.

[0013] Estos y otros objetivos seran evidentes para un experto en la materia tras considerar la memoria globalmente.

DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

[0014] La presente invencion es tal como se define en las reivindicaciones 1-13.

DESCRIPCION RESUMIDA DE LAS FIGURAS

[0015] Las Figuras 1A-1B muestran una alineacion de la secuencia nucleotidica (SEC ID NO:1) y de la secuencia
aminoacidica deducida(SEC ID NO:2) del ligando de Htk murino que se describe en la presente.

La Figura 2 muestra una alineacion de la secuencia nucleotidica (SEC ID NO:3) y de la secuencia aminoacidica
(SEC ID NO:4) del ligando de Htk humano que se describe aqui.

La Figura 3 muestra una alineacion de las secuencias aminoacidicas del ligando de Htk murino (muHtkL) y del
ligando de Htk humano (humHtkL) (SEC ID Nos:2 y 4, respectivamente). Los residuos idénticos estan encuadrados.
El area sombreada representa un dominio transmembrana. El dominio extracelular y el intracelular son N-terminal y
C-terminal al dominio transmembrana, respectivamente. El aminoacido predicho como sitio de corte para el péptido
sefial esta indicado por una flecha. Los sitios de N-glicosilacion estan marcados con un(*) y las cisteinas
conservadas estan marcadas con un (V).

La Figura 4 muestra la secuencia nucleotidica (SEC ID NO:5) y la secuencia aminoacidica deducida (SEC ID NO:6)
del receptor Htk humano descrito en Bennett y col., supra. El aminoacido predicho como sitio de corte para el
péptido sefal se indica con una flecha. Los residuos cisteina conservados entre los miembros de la familia ELK
estan marcados con un circulo y la regiéon transmembrana esta subrayada.

Las Figuras 5A-5B muestran las curvas de competicion por la unién de Htk-Fc con la linea celular SV40MES 13
(Figura 5A) o el ligando de Htk murino recombinante expresado en las células COS-7 (Figura 5B). La representacion
de Scatchard de cada curva de unién se muestra en el interior de las figuras e indica las Kds de 3 nM y 0,5 nM,
respectivamente.

DESCRIPCION DETALLADA

[0016] La siguiente descripcion incluye materia que no esta reivindicada.
I. Definiciones

[0017] Al describir la presente invencion, se utilizaran los siguientes términos, los cuales deben definirse tal como se
indica a continuacion.

[0018] El ligando “Htk” se define en la presente como cualquier secuencia polipeptidica que se une a y activa rPTK,
preferentemente se une a un dominio extracelular del receptor Htk y en consecuencia activa el dominio tirosina
quinasa intracelular del mismo. La activaciéon del rPTK puede medirse mediante la autofosforilacién de residuos
tirosina en el dominio intracelular de rPTK. Véase el ejemplo 4 de la presente como ejemplo de técnica para medir la
autofosforilacion del receptor. El ligando de Htk también puede presentar otras propiedades bioldgicas de un
polipéptido natural, que tenga cualquiera de las secuencias aminoacidicas que se muestran en la Figura 3.

[0019] Una “propiedad bioldgica” con propdsitos de la presente invencién quiere decir una funcién efectora o
antigénica in vivo o una actividad que se realice directa o indirectamente por el ligando de Htk, tal como se muestra
por las secuencias en la Figura 3 (bien en su conformacién nativa o desnaturalizada). Una funcién efectora principal
es la capacidad del ligando de Htk para unirse a, y activar, un rPTK, tal como el receptor Htk (también conocido
como el receptor HpTK 5), descrito en Bennett y col., supra. El receptor de Htk es un rPTK de la Clase V o de la
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subfamilia EPH de rPTKs. La secuencia nucleotidica y aminoacidica del receptor Htk se muestran en la Figura 4. Por
lo general, el ligando se unira al dominio extracelular del receptor Htk y en consecuencia activara el dominio tirosina
quinasa intracelular del mismo. Consecuentemente, la unién del ligando con el receptor puede dar como resultado el
aumento o inhibicion de la proliferacion y/o diferenciacion y/o la activacion de células que tengan un receptor para el
ligando de Htk in vivo o in vitro. La unién del ligando con el receptor Htk puede determinarse utilizando técnicas
convencionales,que incluyen los procedimientos de unidon competitiva, tales como el RIA, ELISA, y otros ensayos de
unién competitiva. Los complejos ligando/receptor pueden identificarse utilizando procedimientos de separacion
como filtracion, centrifugacion, citometria de flujo (véase, por ejemplo., Lyman y col., Cell 75:1157-1167 [1993]; Urdal
y col., J. Biol. Chem. 263:2870-2877 [1988]; y Gearing y col., EMBO J 8:3667-3676 [1989]), y similares. Los
resultados de los estudios de unién se pueden analizar utilizando cualquier representacion grafica convencional de
los datos de la union, tal como el andlisis de Scatchard (Scatchard, Ann. NY. Acad. Sci. 51:660-672 [1949]; y
Goodwin y col., Cell 73:447-456 [1993]), y similares. Ya que el ligando de Htk induce la fosforilacion del receptor Htk,
los ensayos convencionales de fosforilacion de tirosinas, tal como el ensayo descrito en el ejemplo 4 de la presente,
también pueden utilizarse como una indicacion de la formacién del complejo receptor Htk/ligando. Otras funciones
efectoras incluyen la transduccion de sefal, cualquier actividad enzimatica o la actividad moduladora de la enzima
(por ejemplo., actividad tirosina quinasa), o cualquier funcién estructural, por ejemplo. Sin embargo, las funciones
efectoras no incluyen la posesion de un epitopo o sitio antigénico que sea capaz de reaccionar de forma cruzada
con los anticuerpos desarrollados contra el ligando de Htk. Una funcién antigénica implica la posesion de un epitopo
o sitio antigénico que sea capaz de reaccionar de forma cruzada con los anticuerpos desarrollados contra la
secuencia polipeptidica de un polipéptido natural que comprende cualquiera de las secuencias de la Figura 3.

[0020] Un ligando de Htk “bioldgicamente activo” se define en la presente como un polipéptido que comparte una
funcioén efectora del ligando de Htk y que puede (aunque no es indispensable) tener ademas una funcion antigénica.
Una funcién efectora conocida principal del ligando de Htk es su capacidad para provocar la fosforilacion proteica del
receptor Htk.

[0021] Un ligando de Htk “antigénicamente activo” se define como un polipéptido que posee una funcién antigénica
de ligando de Htk y que puede (aunque no es indispensable) poseer ademas una funcion efectora.

[0022] En realizaciones preferidas, el ligando de Htk activo antigénicamente es un polipéptido que se une con una
afinidad de al menos aproximadamente 10° I/mol a un anticuerpo capaz de unirse al ligando de Htk. Generalmente,
el polipéptido se une con una afinidad de al menos 10" I/mol. El anticuerpo aislado capaz de unirse al ligando de Htk
es un anticuerpo que se identifica y separa a partir de un componente del entorno natural en donde puede estar
presente. Mas preferentemente, el ligando de Htk antigénicamente activo es un polipéptido que se une a un
anticuerpo capaz de unirse al ligando de Htk en su conformacién nativa. El ligando de Htk en su conformacién nativa
es el ligando de Htk que se halla en la naturaleza que no ha sido desnaturalizado por agentes caotrépicos, el calor, u
otro tratamiento que modifique sustancialmente su estructura tridimensional segiun se determina, por ejemplo,
mediante la migracién en geles por tamafio no reductores y no desnaturalizantes. Generalmente, el ligando de Htk
activo antigénicamente tendra una secuencia aminoacidica con al menos el 75% de identidad de secuencia
aminoacidica con las secuencias aminoacidicas del ligando de Htk maduro que se muestran en la Figura 3, mas
preferentemente de al menos el 80%, mas preferentemente de al menos el 85%, mas preferentemente de al menos
el 90% y mas preferentemente de al menos el 95%. La identidad u homologia con respecto a esta secuencia se
define en la presente como el porcentaje de residuos aminoacidicos en la secuencia candidata que son idénticos
con los residuos del ligando de Htk, después de la alineacién de las secuencias e introduccién de huecos, si fuera
necesario, para lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencia, y sin considerar ninguna sustitucion
conservadora como parte de la identidad de secuencia. Ninguna de las extensiones, deleciones, o inserciones N- y
C-terminales o internas en la secuencia del ligando de Htk debe considerarse si afecta la identidad u homologia de
secuencia.

[0023] De este modo, los polipéptidos del ligando de Htk antigénicamente activos y biolégicamente activos incluyen
el polipéptido representado por la secuencia nucleotidica traducida completa del ligando de Htk (incluyendo la
secuencia sefial del mismo); el ligando de Htk maduro con la secuencia sefal cortada; los fragmentos que consisten
esencialmente del dominio intracelular o del dominio transmembrana del ligando de Htk; los fragmentos del ligando
de Htk que tienen una secuencia consecutiva de al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 6 40 residuos de aminoacidos del
ligando de Htk; las variantes de secuencia aminoacidica del ligando de Htk en donde un residuo aminoacidico se ha
insertado en el extremo N- o C-terminal, o internamente, el ligando de Htk o su fragmento tal como se definiod
anteriormente; las variantes de secuencia aminoacidica del ligando de Htk o su fragmento, tal como se definio
anteriormente, en donde un residuo aminoacidico del ligando de Htk o su fragmento tal como se definid
anteriormente se ha sustituido por otro residuo, incluyendo mutaciones predeterminadas por ejemplo, mutagénesis
dirigida o por PCR; ligando de Htk de diversas especies animales como el conejo, rata, cerdo, primates no humanos,
equinos, murinos y ovinos y alelos u otras variantes naturales de los anteriores y del ligando de Htk humano;
derivados del ligando de Htk o sus fragmentos tal como se definié anteriormente en donde el ligando de Htk o sus
fragmentos se han modificado covalentemente, por sustitucién, modificacion quimica, enzimatica u otros medios
adecuados, con una fraccion distinta a la aminoacidica natural; y las variantes de glicosilacion del ligando de Htk
(insercion de un sitio de glicosilacidon o alteracién de cualquier sitio de glicosilacion por delecidn, insercién, o
sustitucion de residuos adecuados). El ligando de Htk preferido es el ligando de Htk humano, especialmente el
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ligando de Htk nativo que tiene la secuencia de la Figura 2.

[0024] En una realizacion preferida, el ligando de Htk comprende el ligando de Htk soluble. Por “ligando de Htk
soluble” se hace referencia al ligando de Htk que esta esencialmente libre de al menos el dominio transmembrana vy,
opcionalmente, el dominio intracelular del ligando de Htk nativo. Por “esencialmente libre” se indica que la secuencia
del ligando de Htk tiene menos de un 2% de dominio transmembrana, preferentemente del 1,0-0% del dominio
transmembrana, y mas preferentemente del 0,5-0% de este dominio. Los dominios trans-membrana de las
secuencias aminoacidicas murinas y humanas nativas se describen en la Figura 3, es decir, los residuos 228 a 253
para el ligando de Htk murino y los residuos 225 a 250 para el ligando de Htk humano. Dichos ligandos de Htk
solubles pueden tener ventajas desde un punto de vista terapéutico porque son generalmente solubles en la
circulacion sanguinea del paciente, por ejemplo. De forma similar, dichos ligandos solubles pueden ser
particularmente utiles como diagnéstico ya que se espera que presenten una tendencia reducida a incorporarse en
la membrana celular.

[0025] Un ejemplo de una forma soluble del ligando de Htk es una “inmunoadhesina”. El término “inmunoadhesina”
se utiliza de forma intercambiable con la expresion “quimera de inmunoglobulina-ligando de Htk” y hace referencia a
una molécula quimérica que combina el dominio extracelular (ECD) del ligando de Htk con una secuencia de
inmunoglobulina. La secuencia de inmunoglobulina es, preferentemente, pero no necesariamente un dominio
constante. La fraccion de inmunoglobulina en las quimeras puede obtenerse de los subtipos IgG-1, 1gG-2, 1gG-3 o
IgG-4; de IgA, IgE, IgD o IgM, pero preferentemente IgG-1 o IgG-3.

[0026] La expresion “dominio extracelular” o “ECD” cuando se utiliza aqui hace referencia a cualquier secuencia
polipeptidica que comparte una funcién de unidn del receptor del dominio extracelular del ligando de Htk natural
descrito aqui. La funcién de unién del receptor hace referencia a la capacidad del polipéptido para unir el dominio
extracelular de un rPTK, como el receptor Htk, y, opcionalmente, activar el receptor. Segun ello, no es necesario
incluir el dominio extracelular completo ya que generalmente segmentos menores son adecuados para la unién del
receptor. El término ECD abarca las secuencias polipeptidicas en las que el dominio citoplasmatico y la secuencia
transmembrana hidrofébica (y, opcionalmente, de 1-20 aminoacidos del extremo amino-terminal al dominio
transmembrana) del ligando de Htk maduro se han delecionado. El dominio extracelular del ligando de Htk esta
indicado en la Figura 3 (es decir, es amino-terminal respecto al dominio transmembrana).

[0027] EI término “epitopo etiquetado” cuando se utiliza aqui hace referencia a un polipéptido quimérico que
comprende el ligando de Htk, o una fraccion de lo mismo, fusionado con un “polipéptido etiqueta”. El polipéptido
etiqueta tiene suficientes residuos para proporcionar un epitopo contra el que puede generarse un anticuerpo, y es lo
suficientemente corto como para que no interfiera con la actividad del ligando de Htk. El polipéptido etiqueta también
ha de ser lo bastante Unico para que el anticuerpo contra éste no reaccione de forma cruzada con otros epitopos.
Los polipéptidos etiqueta adecuados tienen al menos 6 residuos aminoacidicos y generalmente entre 8-50 residuos
aminoacidicos (preferentemente de 9-30 residuos).

[0028] Un compuesto terapéutico “exdgeno” se define como un compuesto terapéutico que es foraneo al paciente
mamifero, u homologo a un compuesto hallado en el paciente mamifero pero que se produce fuera del paciente
mamifero.

[0029] “Aislado”, cuando se utiliza para describir las diversas proteinas aqui descritas, hace referencia a la proteina
que se ha identificado y separado y/o recuperado a partir de su entorno natural. Los componentes contaminantes de
su entorno natural son materiales que pueden interferir con las utilizaciones diagnésticas o terapéuticas de la
proteina, y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteicos o no proteicos. En realizaciones preferidas, la
proteina se purificara (1) a un grado suficiente para obtener al menos 15 residuos de la secuencia aminoacidica
interna o N-terminal utilizando un secuenciador spinning cup, o (2) a homogeneidad con SDS-PAGE en condiciones
reductoras o no-reductoras utilizando azul de Coomassie o, preferentemente, tinciéon de plata. La proteina aislada
incluye la proteina in situ dentro de las células recombinantes, ya que al menos un componente del entorno natural
del ligando de Htk no estara presente. Por lo general, la proteina aislada se preparara mediante al menos una etapa
de purificacion.

[0030] Proteina “esencialmente pura” significa una composicién que comprende al menos el 90% en peso de la
proteina, segun el peso total de la composicion y preferentemente al menos el 95% en peso. Proteina
“esencialmente homogénea” quiere decir una composicion que comprende al menos el 99% en peso de la proteina,
segun el peso total de la composicion.

[0031] “Acido nucleico del ligando de Htk” o una “molécula de acido nucleico del ligando de Htk” es el RNA o el DNA
que contiene mas de 10 bases que codifican un ligando de Htk activo biolégica o antigénicamente, que es
complementario con la secuencia de acido nucleico que codifica el ligando de Htk, o hibrida con la secuencia de
acido nucleico que codifica dicho ligando de Htk y permanece unido establemente en condiciones astringentes. El
acido nucleico incluye opcionalmente las regiones de las secuencias de acido nucleico de la Figura 1A y la Figura 2
que codifican las secuencias sefial. En una realizacion, la secuencia de acido nucleico se selecciona a partir de:
(a)las regiones codificantes de las secuencias de acido nucleico de la Figura 1A o la Figura 2;
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—

b) una secuencia correspondiente con las secuencias de (a) dentro del ambito del cédigo genético de degeneracion;

C) una secuencia que hibrida con una secuencia complementaria con las secuencias de (a) o (b) en condiciones
stringentes y que codifica para un ligando de Htk biolégicamente activo.

O = O

[0032] En una realizacion preferida, se ha delecionado la fraccion correspondientes a la regién transmembrana, y
opcionalmente la region citoplasmatica del polipéptido, en el acido nucleico que codifica el ligando de Htk soluble.

[0033] Preferentemente, la molécula de acido nucleico del ligando de Htk codifica un polipéptido que comparte al
menos el 75% de identidad de secuencia, mas preferentemente el 80%, todavia mas preferentemente al menos el
85%, aun mas preferentemente al menos el 90% y todavia mas preferentemente el 95%, con cualquiera de las
secuencias aminoacidicas del ligando de Htk que se muestra en la Figura 3. Preferentemente, la molécula de acido
nucleico del ligando de Htk que hibrida con la secuencia de acido nucleico que codifica el ligando de Htk contiene al
menos 20 bases, mas preferentemente 40, y todavia mas preferentemente 90 bases.

[0034] “Condiciones astringentes” son aquellas que (1) utilizan una fuerza iénica baja y elevada temperatura para el
lavado, por ejemplo, NaCl 0,015 M/citrato sédico 0,0015 M, NaDodSO al 1% a 50°C; (2) utilizan durante la
hibridacion un agente desnaturalizante como la formamida, por ejemplo, la formamida al 50% (vol/vol) con albumina
sérica bovina al 0,1%/Ficoll al 0,1%/polivinilpirrolidona al 0,1%/tampdn fosfato sédico 50 mM a pH 6,5 con NaCl 750
mM, citrato sodico 75 mM a 42°C; o (3) utilizan formamida al 50%, 5xSSC (NaCl 0,75 M, citrato sédico 0,075 M),
fosfato sédico 50 mM (pH 6,8), pirofosfato sédico al 0,1%, solucion de 5XDenhardts, DNA de esperma de salmén
sonicado (50 ug/ml), SDS al 0,1% y sulfato de dextrano al 10% a 42°C, con lavados a 42°C en 0,2XSSC y SDS al
0,1%.

[0035] Una molécula de acido nucleico del ligando de Htk “aislada” es una molécula de &cido nucleico que se
identifica y separa de al menos una molécula de acido nucleico contaminante con la que generalmente esta
asociada en la fuente natural del acido nucleico del ligando de Htk. Una molécula de acido nucleico del ligando de
Htk es distinta en su forma o ajuste de la que se halla en la naturaleza. Las moléculas de acido nucleico del ligando
de Htk se distinguen en consecuencia de la molécula de acido nucleico del ligando de Htk que existe en las células
de forma natural. Sin embargo, una molécula aislada de acido nucleico del ligando de Htk incluye las moléculas de
acido nucleico del ligando de Htk contenidas en las células que generalmente expresan el ligando de Htk si, por
ejemplo, la molécula de acido nucleico se halla en una localizacién cromosémica distinta de la natural.

[0036] El polipéptido del ligando de Htk aislado, el acido nucleico del ligando de Htk, o el anticuerpo del ligando de
Htk pueden marcarse con propositos diagndsticos y para ser utilizados como sondas, mediante un marcaje que se
describe y define mas adelante en la discusion sobre las utilizaciones del los anticuerpos del ligando de Htk.

[0037] Las “secuencias control” de la expresion hacen referencia a secuencias de DNA necesarias para la expresion
de una secuencia codificante unida operativamente en un organismo huésped determinado. Las secuencias control
adecuadas para procariotas, por ejemplo, incluyen un promotor, opcionalmente una secuencia operadora, un sitio de
union a ribosomas, y posiblemente, otras secuencias todavia no bien conocidas. Las células eucariotas utilizan
promotores, sefiales de poliadenilacion e intensificadores de la transcripcion.

[0038] El acido nucleico esta “unido operativamente” cuando se le coloca en una relacion funcional con otra
secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, el DNA para una presecuencia o lider secretor esta unido operativamente
al DNA para un polipéptido si se expresa como una preproteina que participa en la secrecion del polipéptido; un
promotor o intensificador esta unido operativamente a una secuencia codificante si afecta la transcripcién de la
secuencia; o un sitio de unién al ribosoma esta unido operativamente a una secuencia codificante si esta colocado
para facilitar la traduccién. Por lo general, “unido operativamente” hace referencia a que las secuencias de DNA a
unir son contiguas y, en el caso de un lider secretor, contiguas y en la misma fase de lectura. Sin embargo, los
intensificadores no tienen porque ser contiguos. La unién se logra mediante ligacion en las dianas de restriccion
adecuadas. Si no existieran dichas dianas, se utilizarian adaptadores oligonucleotidicos o engarces sintéticos de
acuerdo con la practica convencional.

[0039] EI término “anticuerpo” se utliza en el sentido mas amplio y abarca especificamente anticuerpos
monoclonales anti-ligando de Htk (incluyendo anticuerpos agonistas y antagonistas) y composiciones de anticuerpos
anti-ligando de Htk con especificidad poliepitopica.

[0040] EI término “anticuerpo monoclonal” tal como se utiliza aqui hace referencia a un anticuerpo obtenido de una
poblaciéon de anticuerpos esencialmente homogénea, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la
poblacién son idénticos excepto por posibles mutaciones que ocurren de forma natural y que pueden estar presentes
en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, ya que estan dirigidos contra un
sitio antigénico especifico. Ademas, en contraste con las preparaciones de anticuerpos convencionales (policlonales)
que incluyen tipicamente anticuerpos distintos dirigidos contra determinantes diferentes (epitopos), cada anticuerpo
monoclonal esta dirigido contra un determinante unico en el antigeno.
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[0041] Los anticuerpos monoclonales de la presente invencion incluyen anticuerpos recombinantes producidos por
ayuste de un dominio variable (incluyendo el hipervariable) de un anticuerpo anti-ligando de Htk con un dominio
constante (p.ej., “anticuerpos humanizados”), o una cadena ligera con una cadena pesada, o una cadena de una
especie con una cadena de otras especies, o fusiones con proteinas heterélogas, independientemente del origen de
la especie, o de la clase o subclase de la inmunoglobulina, asi como de los fragmentos de anticuerpo (p.ej., Fab,
F(ab’)2 y Fv), siempre que presenten la actividad biolégica deseada. [Véase, p.ej., la patente americana U.S.
4.816.567 y Mage & Lamoyi, en Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 79-97 (Marcel
Dekker, Inc., New York (1987)].

[0042] El modificador “monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como el obtenido de una poblacién homogénea
de anticuerpos, y no debe considerarse que se requiera un procedimiento particular para la produccion del
anticuerpo. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales a utilizar, de acuerdo con la presente invencién, pueden
generarse por el procedimiento del hibridoma descrito por primera vez por Kohler & Milstein, Nature 256:495 (1975),
o mediante procedimientos del DNA recombinante (patente americana U.S. 4.816.567). Los “anticuerpos
monoclonales” también pueden aislarse a partir de librerias de fagos generadas con técnicas descritas, por ejemplo,
en McCafferty y col., Nature 348:552-554 (1990).

[0043] Las formas “humanizadas” de los anticuerpos no-humanos (p.ej., murinos) son inmunoglobulinas quiméricos
especificos, cadenas o fragmentos de inmunoglobulinas (como Fv, Fab’, F(ab’)2 u otras subsecuencias de unién al
antigeno de los anticuerpo) que contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no-humana. En la
mayoria de los casos, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en el que
los residuos de una region determinante de la complementariedad (CDR) del receptor se reemplazan por residuos
de una CDR o de una especie no-humana (anticuerpo donante) como el ratén, rata o conejo con la capacidad,
afinidad y especificidad deseadas. En algunos casos, los residuos de la region de entramado Fv (FR) de la
inmunoglobulina humana se reemplazan por residuos no-humanos. Ademas, el anticuerpo humanizado puede
comprender residuos que no se hallan ni en el anticuerpo receptor ni en las secuencias CDR o de entramado
importadas. Estas modificaciones se realizan para redefinar y optimizar la generacion del anticuerpo. En general, el
anticuerpo humanizado comprendera todos, o al menos uno y generalmente dos dominios variables, en los que
todas las regiones CDR corresponden con las de una inmunoglobulina no-humana y todas o casi todas las regiones
FR son las de una secuencia consenso de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado comprendera
también al menos una fraccion de una regidon constante de inmunoglobulina (Fc), generalmente de una
inmunoglobulina humana.

Il. Modos para la practica de la invencion

[0044] La presente invencion esta basada en el descubrimiento de un nuevo ligando de Htk que se une a, y activa, el
receptor de Htk.

[0045] La secuencia del cDNA del ligando de Htk murino se describe en la Figura 1A-B. El peso molecular predicho
de la proteina después del corte del péptido sefial es de 34 KD con un pl estimado de 8,9. De forma similar, el
ligando de Htk humano se ha identificado y aislado. Las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas del ligando de Htk
humano se muestran en la Figura 2. Los ligandos murinos y humanos muestran un 96% de homologia a nivel
aminoacidico, lo que demuestra un grado elevado de conservacién entre especies. A continuacion, se ofrece una
descripcién de la preparacion del ligando de Htk y de sus variantes.

1. Preparacion del ligando de Htk de secuencia natural y de sus variantes

[0046] La mayor parte de la discusion hace referencia a la produccion del ligando de Htk mediante el cultivo de
células transformadas con un vector que contiene el acido nucleico del ligando de Htk y la recuperacion del
polipéptido del cultivo de células. Se prevé ademas que el ligando de Htk de esta invencion pueda producirse
mediante recombinacion homologa, tal como se indica en la patente internacional WO 91/06667, publicada el 16 de
Mayo en 1991.

[0047] En resumen, este procedimiento implica la transformacion de células de mamifero que contienen el gen del
ligando de Htk endégeno (p.egj., células humanas si el ligando de Htk deseado es el humano) con una construccion
(es decir, el vector) que comprende un gen amplificable [como la dihidrofolato reductasa (DHFR)] u otros discutidos
mas adelante], y por lo menos una region flanqueante de una longitud de al menos unos 150 pb homdloga con una
secuencia de DNA en el locus de la region codificante del gen del ligando de Htk para la amplificacion del gen del
ligando de Htk. El gen amplificable debe estar en un sitio que no interfiera con la expresion del gen del ligando de
Htk. La transformacion se realiza de forma que la construccion se integra de forma homoéloga en el genoma de las
células primarias para definir una regién amplificable.

[0048] Las células primarias que comprenden la construccion se seleccionan gracias a su gen amplificable u otro
marcador presente en la construccién. La presencia del gen marcador determina la existencia e integracion de la
construccién en el genoma del huésped. No es necesario realizar una seleccién posterior de las células primarias, ya
que la seleccion se realizara en el segundo huésped. Si se desea, la ocurrencia del suceso de recombinacion
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homologa puede determinarse utilizando la PCR y secuenciando las secuencias de DNA amplificadas o
determinando la longitud adecuada del fragmento de PCR cuando esté presente el DNA de los integrantes
homdlogos correctos y en consecuencia se propagaran Unicamente aquellas células que contengan dichos
fragmentos. También, si se desea, las células seleccionadas pueden amplificarse en este punto estresando las
células con el agente de amplificacion adecuado (como el metotrexato si el gen amplificable es el DHFR), de modo
que se obtienen mudltiples copias del gen diana. Preferentemente, sin embargo, la etapa de amplificacion no se
realiza hasta después de la segunda transformacion descrita mas adelante.

[0049] Después de la etapa de seleccion, las porciones de DNA del genoma, suficientemente grandes para incluir
toda la region amplificable, se aislan de las células primarias seleccionadas. Las células huésped de expresion en
mamifero secundarias se transforman a continuaciéon con estas fracciones de DNA gendémico y se clonan. A
continuacion, se seleccionan los clones que contienen la regién amplificable. Dicha region se amplifica con un
agente de amplificacion si no se ha amplificado todavia en las células primarias. Por ultimo, las células huésped de
expresion secundarias que contienen ahora copias multiples de la region amplificable que incluye el ligando de Htk
se cultivan y crecen para expresar el gen y producir la proteina.

A. Aislamiento del DNA que codifica el ligando de Htk

[0050] EI DNA que codifica el ligando de Htk puede obtenerse a partir de cualquier libreria de cDNA preparada del
tejido que supuestamente contiene mRNA del ligando de Htk y que lo expresa a un nivel detectable. Segun ello, el
DNA del ligando de Htk humano puede obtenerse de forma adecuada a partir de una libreria de cDNA preparada de
tejido del pulmén o del cerebro fetal humano. EI DNA del ligando de Htk murino puede derivarse de una libreria de
cDNA de la linea celular SV40MES 13, por ejemplo. El gen del ligando de Htk también puede obtenerse a partir de
una libreria genémica o por sintesis oligonucleotidica.

[0051] Las librerias se rastrean con sondas (como los anticuerpos contra el ligando de Htk o los oligonucledétidos de
aproximadamente 20-80 bases) disefiados para identificar el gen de interés o la proteina codificada por éste. El
rastreo de la libreria de cDNA o gendmica con la sonda seleccionada puede realizarse utilizando procedimientos
estandares como los descritos en los capitulos 10-12 de Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Un medio alternativo para aislar el gen que codifica el
ligando de Htk es utilizar la metodologia de la PCR, tal como se describe en la seccion 14 de Sambrook y col.,
supra.

[0052] Un procedimiento preferido para la practica de esta invencién es utilizar las secuencias oligonucleotidicas
seleccionadas cuidadosamente para rastrear las librerias de cDNAs de tejidos diversos, preferentemente de lineas
de pulmén o cerebro fetal humano, mas preferentemente, de lineas celulares de pulmén o cerebro fetal humano. Las
secuencias oligonucleotidicas seleccionadas como sondas deberian ser de longitud suficiente y lo suficientemente
no ambiguas para minimizar la presencia de falsos positivos.

[0053] EI oligonucledtido debe seleccionarse de modo que pueda detectarse tras hibridacion con el DNA en la
libreria que se rastrea. El procedimiento preferido de marcaje es utilizar ATP marcado con p32 por la polinucleétido
quinasa, tal como se conoce en la materia, para marcar isotépicamente el oligonucledtido. Sin embargo, pueden
utilizarse otros procedimientos para marcar el oligonucleétido, incluyendo, pero sin limitarse a, el marcaje enzimatico
biotinilador.

[0054] De particular interés es el acido nucleico del ligando de Htk que codifica un polipéptido de tamafio completo.
En algunas realizaciones preferidas, la secuencia de acido nucleico incluye la secuencia sefial del ligando de Htk. El
acido nucleico que tiene toda la secuencia codificante de la proteina se obtiene mediante rastreo de librerias de
cDNA o gendmicas seleccionadas utilizando la secuencia aminoacidica deducida que se describe aqui por primera
vez, y si es necesario, utilizando los procedimientos de extension de cebador convencionales tal como se describen
en la seccion 7.79 de Sambrook y col., supra, para detectar precursores e intermediarios de procesamiento del
mRNA que no se han retro-transcrito a cDNA.

B. Variantes de secuencia aminoacidica del ligando de Htk nativo

[0055] Las variantes de secuencia aminoacidica del ligando de Htk se prepararon mediante cambios nucleotidicos
adecuados en el DNA del ligando de Htk, o mediante sintesis del polipéptido del ligando de Htk deseado. Dichas
variantes incluyen, por ejemplo, deleciones, inserciones o sustituciones de residuos en las secuencias
aminoacidicas que se muestran para los ligandos de Htk en la Figura 3. Cualquier combinacion de delecion,
insercion y sustitucion se realiza para llegar a la construccion final, siempre que la construccién final posea las
caracteristicas deseadas. Los cambios aminoacidicos también pueden alterar los procesos post-traduccionales del
ligando de Htk, como el cambio en el numero o posicién de los sitios de glicosilacion, alterando las caracteristicas de
anclaje en la membrana, y/o la localizacién intracelular del ligando de Htk mediante insercion, deleciéon o afectando
la secuencia lider del ligando de Htk.

[0056] Para el disefio de las variantes aminoacidicas del ligando de Htk, la localizacion del sitio de mutacion y de la
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naturaleza de la mutacion dependera de las caracteristicas del ligando de Htk a modificar. Los sitios a mutar pueden
modificarse individualmente o en series, p.ej., mediante (1) sustitucion en primer lugar con aminoacidos
conservadores y luego con selecciones mas radicales dependiendo de los resultados logrados, (2) delecion del
residuo diana, o (3) insercion de los residuos de la misma o distinta clase adyacente al sitio especifico, o
combinaciones de las opciones 1-3.

[0057] Un procedimiento de utilidad para identificar ciertos residuos o regiones del polipéptido del ligando de Htk que
son sitios preferidos para la mutagénesis se denomina “mutagénesis por cribado de alaninas”, tal como se describe
por Cunningham y Wells, Science, 244:1081-1085 (1989). En dicho procedimiento, se identifica un residuo o grupo
de residuos diana (p.ej., residuos cargados como la Arg, Asp, His, Lys, y Glu) y ser reemplazan por un aminoacido
neutro o cargado negativamente (mas preferentemente la alanina o la polialanina) para modificar la interacciéon de
los aminoacidos con el entorno acuoso que lo rodea dentro o fuera de la célula. Aquellos dominios que demuestran
una sensibilidad funcional a las sustituciones, son reajustados introduciendo ademas otras variantes en los residuos
de sustitucion. Asi, mientras que el sitio para la introduccion de una variacion de secuencia aminoacidica esta
predeterminado, la naturaleza de la mutacién per se no necesita estar predeterminada. Por ejemplo, para optimizar
la realizacion de una mutacion en un sitio determinado, el cribado por alaninas o la mutagénesis aleatoria se realiza
en el codén o regién diana y a continuacion se criban las variantes del ligando de Htk expresadas para la
combinacion éptima de actividad deseada.

[0058] Existen dos variables principales en la construccion de variantes de secuencia aminoacidica: la localizacion
del sitio de mutacion y la naturaleza de la mutacion. Estas son variantes de las secuencias de la Figura 3, y pueden
representar alelos naturales (que no requeriran manipulacién del DNA del ligando de Htk) o formas mutantes
predeterminadas generadas mediante mutacion del DNA, para lograr un alelo o variante que no se halle en la
naturaleza. Por lo general, la localizacion y la naturaleza de la mutacion elegida dependera de la caracteristica del
ligando de Htk a modificar. Obviamente, dichas variaciones que, por ejemplo, convierten el ligando en un ligando
conocido de receptor protein-tirosina quinasa no estan incluidos dentro del ambito de la presente invencion.

[0059] Las deleciones de secuencia aminoacidica se hallan por lo general en el intervalo de 1-30 residuos, mas
preferentementede 1-10 residuos y tipicamente son contiguas. Las deleciones contiguas se generan normalmente
en numeros pares de residuos, aunque deleciones de un sélo residuo o numeros impares también se hallan dentro
del ambito de la invencién. Las deleciones pueden introducirse en regiones de baja homologia entre el ligando de
Htk y ligandos de Htk conocidos (que comparten la maxima identidad de secuencia con la secuencia aminoacidica
del ligando de Htk humano) para modificar la actividad del ligando de Htk. Las deleciones del ligando de Htk en
areas de homologia importante con las proteinas del ligando de Htk homdlogo modificaran seguramente la actividad
bioldgica del ligando de Htk de forma mas significativa. El nimero de deleciones consecutivas se seleccionara en
funcién del mantenimiento de la estructura terciaria del ligando de Htk en el dominio afectado, p.ej., hoja beta o
hélice alfa.

[0060] Una variante delecional preferida es el ligando de Htk soluble aqui definido. Esta variante del ligando de Htk
tiene los dominios transmembrana, y opcionalmente los intracelulares, delecionados mediante técnicas de
generacion de variantes delecionales.

[0061] Las inserciones de secuencia aminoacidica incluyen las fusiones amino y/o carboxi-terminales desde un
residuo hasta polipéptidos que contienen un centenar o mas residuos, asi como inserciones intrasecuencia de
residuos aminoacidicos sencillos o multiples. Las inserciones intrasecuencia (es decir, las inserciones dentro de la
secuencia del ligando de Htk maduro) pueden ser generalmente de 1 a 10 residuos, mas preferentemente de 1 a 5,
mas preferentemente de 1 a 3. Las inserciones son preferentemente de nimeros pares de residuos, pero no es
imprescindible. Ejemplos de inserciones terminales incluyen el ligando de Htk con un residuo N-terminal de
metionina, un artefacto de la expresion directa del ligando de Htk maduro en el cultivo de células recombinantes, y la
fusiéon de una secuencia sefal N-terminal de la molécula del ligando de Htk madura para facilitar la secrecion del
ligando de Htk maduro de los huéspedes recombinantes. Dichas secuencias sefial se obtendran generalmente de, y
por tanto son homdlogas a, las especies de células huésped destinadas. Las secuencias adecuadas incluyen el
factor STIl o el Ipp para E. coli, el factor alfa o la invertasa de levaduras y las sefiales virales como gD de herpes
para células de mamifero.

[0062] Oftras variantes de insercién de la molécula del ligando de Htk incluyen la fusién con el extermo N- o C-
terminal del ligando de Htk de los polipéptidos inmunogénicos, p.ej., los polipéptidos bacterianos como la beta-
lactamasa o una enzima codificada por el locus trp de E. coli, o la proteina de levadura y las fusiones C-terminales
con proteinas que tienen una vida media larga al igual que las regiones constantes de inmunoglobulina (y otras
regiones de inmunoglobulina), la albumina, o la ferritina, tal como se describe en la patente internacional WO
89/02922 publicada el 6 de Abril de 1989.

[0063] Un tercer grupo de variantes son las variantes de sustitucion de aminoacidos. En estas variantes se ha
eliminado por lo menos un residuo aminoacidico en la molécula del ligando de Htk y en su lugar se ha insertado un
residuo distinto. Los sitios de mayor interés para la mutagénesis de sustitucion incluyen los sitios identidificados
como sitios activos del ligando de Htk y los sitios en donde los aminoacidos hallados en los analogos conocidos son
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esencialmente distintos en términos de volumen, carga, o hidrofobicidad de cadena lateral, pero en donde también
existe un elevado grado de identidad de secuencia del sitio seleccionado en los ligandos de Htk de diversas
especies animales. Otros sitios de interés son aquellos en los que residuos determinados del ligando de Htk
obtenido de especies distintas son idénticos. Estos sitios, especialmente aquellos que se hallan dentro de una
secuencia de al menos 3 sitios conservados de forma idéntica, se sustituyen de forma relativamente conservadora.
Dichas sustituciones conservadoras se muestran en la Tabla 1 bajo el encabezamiento de sustituciones preferidas.
Si dichas sustituciones dan como resultado un cambio en la actividad bioldgica, entonces se introducen mas
cambios, denominados ejemplos de sustituciones en la Tabla 1, o como se describe mas adelante respecto a las
clases de aminoacidos, y luego se rastrean.

TABLA 1

Residuo original | Ejemplos de sustituciones sustituciones preferidas
Ala (A) val; leu; ile Val
Arg (R) lys; gln; asn Lys
Asn (N) gin; hi;lys; arg Gin
Asp (D) glu glu
Cys (C) ser Ser
Ln (Q) asn Asn
Glu (E) asp Asp
Gly (G) pro Pro
His (H) asn; gln; lys;arg Arg
lle (1) leu; val; met; ala; phe; norleucina Leu
Leu (L) norleucina; ile;val;met;ala;phe lle
Lys (K) arg;gln;asn Arg
Met (M) leu;phe;ile Leu
Phe (F) leu ;valile ;ala Leu
Pro (P) gly Gly
Ser (S) thr Thr
Thr (T) ser Ser
Trp (W) tyr Tyr
Tyr (Y) trp ;phe ;thr ;ser Phe
Val (V) ile;leu;met;phe;ala;norleucina leu

[0064] Se lograron modificaciones importantes en funcién de la identidad inmunoldgica del ligando de Htk mediante
selecciéon de las sustituciones que diferian significativamente en su efecto sobre el mantenimiento de: (a) la
estructura del armazén polipeptidico en el area de la sustitucién, por ejemplo, como una configuracién en hoja o en
hélice, (b) la carga o la hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana, o (c) el volumen de la cadena lateral. Los
residuos que ocurren de forma natural se dividen en grupos basados en las propiedades comunes de las cadenas
laterales:

(1) aminoacido hidrofébico: norleucina, met, ala, val, leu, ile;

(2) aminoacido hidrofilico neutro: cys, ser, thr

(3) aminoacido acidico: asp, glu

(4) aminoacido basico: asn, gin, his, lys, arg

(5) residuos que influencian la orientacion de la cadena lateral: gly, pro; y

(6) aminoacidos aromaticos: trp, tyr, phe.

[0065] Las sustituciones no conservadoras implicaran el cambio de un miembro de una de estas clases por oftro.
Dichos residuos de sustitucion también pueden introducirse en sitios de sustitucion conservadores o, mas
preferentemente, en los sitios restantes (no-conservadores).

[0066] En una realizacion de la invencion, es deseable inactivar uno o mas sitios de corte de proteasas internos que
estan presentes en la molécula. Estos sitios se identifican mediante inspeccién de la secuencia aminoacidica, en el
caso del residuo tripsina, p.ej., por un residuo arginil o lisinil. Cuando se identifican los sitios de corte de protesas, se
inactivan mediante corte proteolitico sustituyendo el residuo diana por otro residuo, preferentemente un residuos
basico como el residuo glutamina o uno hidrofébico como la serina; delecionando el residuo; o insertando un residuo
prolil inmediatamente después del residuo.

[0067] En otra realizacion, cualquiera de los residuos distintos al residuo de inicio metionil de la secuencia sefial, o
cualquier residuo localizado entre los tres residuos N- o C-terminal de cada uno de los residuos metionil, se sustituye
por otro residuo (preferentemente de acuerdo con la Tabla 1) o se deleciona. Alternativamente, se insertan de 1-3
residuos adyacentes a dichos sitios.

[0068] También puede sustituirse cualquier residuo cisteina no implicado en el mantenimiento de la conformacion

propia del ligando de Htk, generalmente con serina, para mejorar la estabilidad oxidativa de la molécula y prevenir
las uniones aberrantes.
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[0069] Las moléculas de acido nucleico que codifican las variantes de secuencia aminoacidica del ligando de Htk se
preparan mediante diversos procedimientos conocidos en la materia. Estos procedimientos incluyen, pero no se
limitan a, el aislamiento de una fuente natural (en el caso de variantes de secuencia aminoacidica naturales) o la
preparacion mediante oligonucleétidos o mutagénesis (dirigida), PCR-mutagénesis, y mutagénesis por casete de
una variante o una version variante del ligando de Htk preparada con anterioridad.

[0070] La mutagénesis mediada por oligonucledtidos es un procedimiento preferido para preparar variantes de
sustitucion, delecion e insercion del DNA del ligando de Htk. Esta técnica es bien conocida en la materia, tal como se
describe por Adelman y col., DNA, 2:183 (1983). En resumen, el DNA del ligando de Htk se altera hibridando un
oligonucledtido que codifica una mutacion deseada con un molde de DNA, en donde el molde se halla en la forma de
cadena sencilla de un plasmido o bacteriéfago que contiene la secuencia de DNA inalterada o nativa del ligando de
Htk. Después de la hibridacion, se utiliza una DNA polimerasa para sintetizar una segunda cadena complementaria
que incorporara el cebador oligonucleotidico, y codificara la alteracion seleccionada en el DNA del ligando de Htk.

[0071] Por lo general, se utilizan oligonucledtidos de al menos 25 nucledtidos de longitud. Un oligonucleétido éptimo
tendra de 12 a 15 nucledtidos que seran completamente complementarios al molde en cada lado del o los
nucleodtidos codificantes de la mutacion. Ello asegura que el oligonucleétido hibridara de forma adecuada con una
molécula de DNA molde de cadena sencilla. Los oligonucledtidos se sintetizan facilmente utilizando técnicas
conocidas en la materia como las descritas por Crea y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:5765 (1978).

[0072] El molde de DNA puede generarse por aquellos vectores que o bien se derivan de vectores del bacteriéfago
M13 (disponibles comercialmente como el M13mp18 y el M13mp19), o aquellos que contienen un origen de
replicacién de fago de cadena sencilla tal como se describe por Viera y col., Meth. Enzymol. 153:3 (1987). De este
modo, el DNA a mutar se puede insertar en uno de estos vectores para generar el molde adecuado. La produccion
del molde de cadena sencilla se describe en las Secciones 4.21-4.41 de Sambrook y col., supra.

[0073] Alternativamente, el molde de DNA de cadena sencilla puede generarse desnaturalizando el DNA plasmidico
de cadena doble (u otro) mediante técnicas estandares.

[0074] Para la alteracion de la secuencia de DNA nativo (para generar las variantes de secuencia aminoacidica, por
ejemplo), el oligonucledtido se hibrida con el molde de cadena sencilla en condiciones de hibridaciéon adecuadas.
Una enzima polimerizante del DNA, generalmente el fragmento Klenow de la DNA polimerasa |, se afiade para
sintetizar la cadena complementaria del molde utilizando el oligonucleétido como un cebador para la sintesis. Se
forma una molécula de heteroduplex de modo que una cadena de DNA codifica la forma mutada del ligando de Htk,
y la otra cadena (el molde original) codifica la secuencia inalterada o nativa del ligando de Htk. Esta molécula
heteroduplex se transforma en una célula huésped adecuada, generalmente un procariota como E. coli, JM101.
Después de crecer las células, éstas se siembran en placas de agarosa y se realiza un cribado utilizando el cebador
oligonucleotidico marcado radioactivamente con p32 para identificar las colonias bacterianas que contienen el DNA
mutado. A continuacion, la region mutada se extrae y se coloca en un vector adecuado para la sintesis proteica,
generalmente el vector de expresion del tipo utilizado cominmente para la transformacion de un huésped adecuado.

[0075] EI procedimiento descrito anteriormente puede modificarse con el fin de generar una molécula heteroduplex
en donde ambas cadenas del plasmido contengan la(s) mutacién(es). Las modificaciones son las siguientes: el
oligonucledtido de cadena sencilla se anilla con el molde de cadena sencilla tal como se describié anteriormente. Se
combina una mezcla de los tres desoxiribonucleétidos, desoxiriboadenosina (dATP), desoxiriboguanosina (dGTP) y
desoxiribotimidina (dTTP) con un complejo tio-desoxiribocitosina denominado dCTP-(aS)(disponibles por Amersham
Corporation). Esta mezcla se afiade al complejo molde-oligonucledtido. Tras la adicion de la DNA polimerasa a la
mezcla, se genera una cadena de DNA idéntica al molde excepto por las bases mutadas. Ademas, esta nueva
cadena de DNA contendra dCTP (aS) en lugar de dCTP, que sirve para protegerlo de la digestion por
endonucleasas de restriccion.

[0076] Después de que la cadena molde del heteroduplex de cadena doble sea mellada por una enzima de
restriccion adecuada, la cadena molde puede digerirse con la nucleasa Exolll u otra nucleasa adecuada que
contenga la diana o dianas a mutar. La reacciéon se para a continuacion para dejar una molécula que es soélo
parcialmente de cadena sencilla. Un homoduplex de DNA de cadena doble completa se forma a continuacion
utilizando la DNA polimerasa en presencia de los 4 desoxiribonucledtidos trisfosfatos, ATP y DNA ligasa. Esta
molécula homoduplex puede transformarse en una célula huésped adecuada como E. coli JM101, tal como se
describid anteriormente.

[0077] EI DNA que codifica los mutantes del ligando de Htk con mas de un aminoacido a sustituir puede generarse
de diversas maneras. Si los aminoacidos estan localizados juntos en una cadena polipeptidica, se pueden mutar
simultaneamente con un oligonucleétido que codifique las sustituciones aminoacidicas deseadas. En cambio si los
aminoacidos se localizan a cierta distancia unos de otros (separados por mas de 10 aminoacidos), es mas dificil
generar un solo oligonucleétido que codifique todos los cambios deseados. En su lugar, es posible utilizar uno o de
los dos procedimientos alternativos.
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[0078] En el primer procedimiento, se genera por separado un oligonucleétido para cada uno de los aminoacidos a
sustituir. Los oligonucledtidos se anillan a continuacion con el DNA molde de cadena sencilla de forma simultanea, y
de esta manera la segunda cadena de DNA que se sintetiza a partir del molde codificara todas las sustituciones
aminoacidicas deseadas.

[0079] EI procedimiento alternativo, implica dos o mas tandas de mutagénesis para producir el mutante deseado. La
primera tanda es tal como se describe para los mutantes sencillos: se utiliza DNA de tipo salvaje como molde, un
oligonucledtido que codifica la primera sustitucion o sustituciones aminoacidicas deseadas se anilla con este molde,
y a continuacién se genera la molécula de DNA heteroduplex. La segunda tanda de mutagénesis utiliza el DNA
mutado producido en la primera tanda de la mutagénesis como molde. Asi, el molde ya contiene una o mas
mutaciones. El oligonucledtido que codifica la(s) sustitucion(es) aminoacidica(s) deseada(s) adicional(es) se anilla a
continuacién con este molde, con lo que la cadena resultante de DNA codifica ahora las mutaciones procedentes de
ambas tandas de mutagénesis, la primera y la segunda. Este DNA resultante puede utilizarse como molde en una
tercera tanda de mutagénesis y asi sucesivamente.

[0080] La mutagénesis por PCR también es adecuada para producir variantes de aminoacidos del ligando de Htk.
Mientras que la discusion siguiente hace referencia al DNA, se entendera que la técnica también halla aplicaciones
con el RNA. La técnica de PCR hace referencia al procedimiento siguiente (véase Erlich, Science, 252:1643-1650
(1991), el capitulo de R. Higuchi, p. 61-70). Cuando se utilizan cantidades pequefias de DNA molde como material
de partida en una PCR, se pueden utilizar cebadores que difieran ligeramente en la secuencia de la region
correspondiente del DNA molde como material de partida en una PCR. Los cebadores que difieren ligeramente en la
secuencia de la region correspondiente del DNA molde pueden utilizarse para generar cantidades relativamente
grandes de un fragmento de DNA que difiera de la secuencia molde sélo en las posiciones en donde los cebadores
difieren con el molde. Para introducir una mutacion en un DNA plasmidico, uno de los cebadores se disefia para
solapar la posicion de la mutacion y para contener la mutacion; la secuencia del otro cebador debe ser idéntica a un
tramo de la secuencia de la cadena opuesta del plasmido, pero esta secuencia puede localizarse en cualquier sitio a
lo largo del DNA plasmidico, sin embargo es preferible que la secuencia del segundo cebador se localice en los 200
nucleétidos desde el inicio, de modo que al final pueda facilmente secuenciarse toda la regiéon amplificada de DNA
flanqueada por los cebadores. La amplificacién por PCR utilizando un par de cebadores como el descrito da como
resultado una poblacion de fragmentos de DNA que difieren en la posicién de la mutacion especificada por el
cebador, y posiblemente en otras posiciones, ya que durante el copiado del molde se pueden producir errores.

[0081] Si el cociente del molde respecto a producto es extremadamente bajo, la mayor parte del producto de
fragmentos de DNA incorpora la(s) mutacion(es) deseada(s). Este material producido se utiliza para reemplazar la
region correspondiente en el plasmido que sirve como molde de PCR utilizando tecnologia del DNA estandar.
Pueden introducirse simultaneamente mutaciones en posiciones separadas mediante un segundo cebador mutante,
o realizando una segunda PCR con cebadores mutantes distintos y ligando los dos fragmentos de PCR resultantes
simultdneamente con el fragmento del vector en una ligacion de tres (o mas) etapas.

[0082] En un ejemplo especifico de mutagénesis por PCR, el DNA plasmidico del molde (1 ug) se lineariza mediante
digestién con una endonucleasa de restriccion que tiene una diana Unica de reconocimiento en el DNA plasmidico
fuera de la region a amplificar. De este material, se afiaden 100 ng a una mezcla de PCR que contiene el tampdn de
PCR vy los cuatro desoxinucleotidos trifosfatos, tal como se proporcionan por el equipo GeneAmp® (obtenidos de
Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT y Emeryville, CA), y 25 pmoles de cada uno de los cebadores oligonucleotidicos, a
un volumen final de 50 ul. La mezcla de reaccion se cubre con 35 pl de aceite mineral. La mezcla de reaccién se
desnaturaliza durante 5 minutos a 100 °C, se coloca brevemente en hielo y luego se afiade 1 pul de la DNA
polimerasa de Thermus Aquaticus (Taq) (5 unidades/pul, obtenida de Perkin-Elmer Cetus) debajo de la capa de
aceite mineral. La mezcla de reaccion se coloca en un Termociclador de DNA (de Perkin-Elmer Cetus) programado
de la manera siguiente:

2 min, 55°C

30 s, 72°C, luego 19 ciclos de lo siguiente:

30s, 94°C

30s,55°Cy

30s, 72°C

[0083] Al término del programa, el vial de reaccion se retira del termociclador y la fase acuosa se transfiere a un
nuevo vial, se extrae con fenol/cloroformo (50:50) y se precipita con etanol. A continuaciéon se recupera el DNA
mediante procedimientos estandares y se somete este material a tratamientos adecuados para la insercién en un
vector.

[0084] Otro procedimiento para la preparacion de variantes, la mutagénesis de casete, se basa en la técnica descrita
por Wells y col., Gene, 34:315 (1985). El material de partida es el plasmido (u otro vector) que contenga el DNA del
ligando de Htk a mutar. En primer lugar, se identifican los codones en el DNA del ligando de Htk a mutar. Debe
existir una diana unica de endonucleasa de restriccion en cada lado del sitio(s) de mutacion. Si no existieran dianas
de restriccién, se podrian generar mediante el procedimiento de la mutagénesis mediada por oligonucleétidos para
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introducir las mutaciones en sitios adecuados en el DNA del ligando de Htk. Después de haber introducido las
dianas de restriccion en el plasmido, éste se corta por dichas dianas para linearizarlo. Utilizando procedimientos
estandares, se sintetiza un oligonucledtido de cadena doble que codifica la secuencia del DNA entre las dianas de
restriccion, pero que contiene la mutacion o mutaciones deseadas. Las dos cadenas se sintetizan separadamente y
luego se hibridan juntas mediante técnicas estandares. El oligonucleétido de cadena doble se denomina casete.
Este casete se disefia para tener extremos 3’ y 5’ compatibles con los extremos del plasmido linearizado, de modo
que pueda ligarse directamente en el plasmido. Este plasmido contiene ahora la secuencia de DNA del ligando de
Htk.

C. Insercién de acido nucleico en el vector replicable

[0085] EI acido nucleico (p.ej., cDNA o DNA gendémico) que codifica el ligando de Htk nativo o variante se inserta en
un vector replicable para su posterior clonaje (amplificacion del DNA) o para la expresion. En la actualidad existe una
gran diversidad de vectores disponibles. Los componentes del vector incluyen por lo general, pero no se limitan a,
uno o mas de los componentes siguientes: una secuencia sefal, un origen de replicacién, uno o mas genes
marcadores, un elemento intensificador, un promotor, y una secuencia de finalizacién de la transcripcion.

() Componente secuencia senal

[0086] Los ligandos de Htk de la presente invencion pueden producirse de forma recombinante no sélo directamente,
sino también como un polipéptido de fusién con un polipéptido heterélogo, que preferentemente es una secuencia
sefial u otro polipéptido que tiene un sitio de corte especifico en el extremo N-terminal de la proteina o polipéptido
maduros. Por lo general, la secuencia sefial puede ser un componente del vector, o puede ser una parte del DNA del
ligando de Htk que se inserta en el vector. La secuencia sefial heterdloga seleccionada es preferentemente una que
pueda ser reconocida y procesada por la célula huésped. Para las células huésped procariotas que no reconocen ni
procesan la secuencia sefal del ligando de Htk, la secuencia sefial se sustituye por una secuencia sefal
seleccionada, por ejemplo, a partir del grupo de la fosfatasa alcalina, penicilinasa, Ipp, o los lideres de la
enterotoxina estable al calor. Para la secrecién en levaduras, la secuencia sefial nativa puede sustituirse por, p.ej., el
lider de la invertasa de levaduras, el lider del factor alfa (incluyendo los liders del factor alfa de Saccharomyces y
Kluyveromyces, el Ultimo descrito en la patente americana U.S. 5.010.182, publicada el 23 de Abril de 1991), o el
lider de la fosfatasa acida, el lider de la glucoamilasa de C. albicans (patente europea EP 362, publicada el 4 de
Abril de 1990), o la secuencia sefial descrita en la patente internacional WO 90/13646 publicada el 15 de Noviembre
de 1990. En la expresion de células de mamifero, la utilizacion de la secuencia sefal nativa (p.ej., la presecuencia
del ligando de Htk que normalmente dirige la secrecion del ligando de Htk de células humanas in vivo) es
satisfactoria, aunque otras secuencias sefial de mamiferos también pueden ser adecuadas, como las secuencias
sefial de otros ligandos de Htk de animales, y las secuencias sefal de polipéptidos secretados de la misma o
especies relacionadas, asi como también los lideres secretores, por ejemplo, la sefial gD del herpes simplex.

[0087] EI DNA para dicha region precursora se liga en la misma pauta de lectura con el DNA que codifica el ligando
de Htk maduro.

(i) Componente origen de replicacion

[0088] Tanto los vectores de expresion como de clonaje contienen una secuencia de acido nucleico que permite la
replicacion del vector en una o méas células huéspedes seleccionadas. Por lo general, en los vectores de clonaje
dicha secuencia es aquella que permite la replicacion del vector independientemente al DNA del cromosoma del
huésped, e incluye origenes de replicacion o secuencias de replicacion auténomas. Dichas secuencias son bien
conocidas para diversas bacterias, levaduras y virus. El origen de replicacion del plasmido pBR322 es adecuado
para la mayoria de Gram negativas, el origen del plasmido 2u es adecuado para levaduras, y diversos origenes
virales (SV40, polioma, adenovirus, VSV o BPV) son Utiles para los vectores de clonaje en células de mamifero. Por
lo general, el componente origen de replicacion no es necesario para vectores de expresion en mamiferos, el origen
de SV40 puede utilizarse de forma tipica unicamente porque contiene el promotor temprano).

[0089] La mayoria de los vectores de expresion son vectores “lanzadera”, es decir, son capaces de replicarse en al
menos una clase de organismos pero pueden transfectarse en otro organismo para la expresién. Por ejemplo, un
vector se clona en E. coli y luego el mismo vector se transfecta en las células de levadura o de mamifero para la
transfeccion, incluso si no es capaz de replicars independientemente del cromosoma de la célula huésped.

[0090] EI DNA también puede amplificarse mediante inserciéon en el genoma del huésped. Esto se logra utilizando
especies de Bacillus como huéspedes, por ejemplo, incluyendo en el vector una secuencia que es complementaria
con una secuencia hallada en el DNA genémico de Bacillus. La transfeccion de Bacillus con este vector da como
resultado la recombinacion homéloga con el genoma y la insercion del DNA del ligando de Htk. Sin embargo, la
recuperacion del DNA gendmico que codifica el ligando de Htk es mas compleja que la de un vector replicado
exdgenamente porque la digestion con enzimas de restriccion es necesaria para cortar el DNA del ligando de Htk.

(111) Componente gen de seleccién
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[0091] Los vectores de expresion y clonaje deberian contener un gen de seleccion, también denominado un
marcador seleccionable. Este gen codifica una proteina necesaria para la supervivencia o el crecimiento de las
células huésped transformadas que crecen en un medio de cultivo selectivo. Las células huésped no transformadas
con el vector que contienen el gen de seleccién no sobrevivirdn en el medio de cultivo. Los genes de seleccion
tipicos codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibiéticos u otras toxinas, p.ej., ampicilina, neomicina,
metotrexato, o tetraciclina, (b) complementan deficiencias auxotréficas, (c) aportan nutrientes criticos no disponibles
a partir del medio complejo, p.ej., el gen que codifica la racemasa de la D-alanina para Bacilli.

[0092] Un ejemplo de un esquema de seleccion utiliza un farmaco para parar el crecimiento de una célula huésped.
Aquellas células que se han transformado satisfactoriamente con un gen heterélogo producen una proteina que
confiere resistencia al farmaco y por ello sobreviven al régimen de seleccion. Ejemplos de dicha seleccién dominante
utilizan farmacos como la neomicina (Southern y col., J.Molec. Appl. Genet. 1:327 [1982]), el acido micofendlico
(Mulligan yc ol., Science 20:1422 [1980]) o la higromicina (Sugden y col., Mol. Cell. Biol., 5:410-413 [1985]). Los tres
ejemplos proporcionados mas arriba utilizan genes bacterianos bajo el control eucariético para convertir la
resistencia al farmaco adecuado G418 o neomicina (geneticina), xgpt (acido micofendlico), o higromicina,
respectivamente.

[0093] Otro ejemplo de marcadores seleccionables adecuados para células de mamifero son aquellos que permiten
la identificacion de células competentes para incorporar el acido nucleico del ligando de Htk, como el DHFR o la
timidina quinasa. Los transformantes de células de mamifero se someten a presiéon de seleccién de modo que
Unicamente los transformantes adaptados sobreviven al haber incorporado el marcador. La presion de seleccién se
impone al cultivar los transformantes en condiciones en las que la concentracion del agente de seleccion en el medio
se cambia de forma sucesiva, conduciendo en consecuencia a la amplificacion tanto del gen de seleccion como del
DNA que codifica el ligando de Htk. La amplificaciéon es el proceso por el que los genes en mayor demanda de
produccién de una proteina critica para el crecimiento estan repetidos en tandem dentro de los cromosomas de
generaciones sucesivas de células recombinantes. Cantidades aumentadas de ligando de Htk se sintetizan a partir
del DNA amplificado. Otros ejemplo de genes de amplificacion incluyen los genes de la metalotioneina-1 y I,
preferentemente las metalotioneinas de primates, la adenosina deaminasa, la ornitina descarboxilasa, etc.

[0094] Por ejemplo, las células transformadas con el gen de seleccion se identificaron en primer lugar cultivando
todos los transformantes en un medio de cultivo que contiene metotrexato (Mtx), un antagonista competitivo de
DHFR. Una célula huésped adecuada cuando se utiliza el DHFR es la linea celular de ovario de hamster Chino
(CHO) deficiente en la actividad DHFR, preparada y propagada tal como se describié por Urlaub y Chasin, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980). Las células transformadas se exponen a continuacion a niveles crecientes de
metrotexato. Ello conduce a la sintesis de multiples copias del gen DHFR y, consecuentemente, multiples copias del
otro DNA incluido en los vectores de expresion, como el DNA que codifica el ligando de Htk. La técnica de
amplificacion puede utilizarse con cualquier huésped adecuado, p.ej., ATCC o. CCL61 CEO-K1, a pesar de la
presencia de DHFR enddgeno, por ejemplo, se utiliza un gen DHFR mutante que es altamente resistente a Mtx.

[0095] Alternativamente, células huésped [en particular huéspedes que contienen DHFR enddgeno] transformadas o
co-transformadas con secuencias de DNA que codifican el ligando de Htk, la proteina DHFR de tipo salvaje, y otro
marcador seleccionable como la aminoglicésido-3’-fosfotransferasa (APH) puede seleccionarse mediante
crecimiento celular en un medio que contenga un agente de seleccidon para el marcador seleccionable como un
antibiético aminoglucosidico, p.€j., la kanamicina, la neomicina, o G418. Véase la patente americana U.S. 4.965.199.

[0096] Un gen de seleccion adecuado para utilizar es el gen trp1 presente en el plasmido de levaduras YRp7
(Stinchcomb y col., Nature 282:39 [1979]; Kingsman y col., Gene 7:141 [1979]; o Tschemper y col., Gene 10:157
[1980]). El gen trp1 proporciona un marcador de seleccién para una cadena mutante de levaduras carentes de la
capacidad de sintetizar triptéfano, por ejemplo, ATCC 44706 o PEP4-1 (Jones, Genetics 85:12 [1977]). La presencia
de la lesion trp1 en el genoma de células huésped de levaduras proporciona un entorno adecuado para detectar la
transformacion por el crecimiento en ausencia de triptéfano. De forma similar, las cepas de levaduras deficientes
Leu2 (ATCC 20.622 o 38.626) se complementan por plasmidos conocidos que portan el gen Leu2.

[0097] Ademas, los vectores derivados del plasmido pKD1 circular de 1,6 pum pueden utilizarse para la
transformacion de levaduras Kluyveromyces. Bianchi y col., Curr. Genet. 12:185 (1987). Mas recientemente, un
sistema de expresion para la produccion a gran escala de quimosina de ternera recombinante se publicé para K.
lactis. Van den Berg, Bio/Technology 8:135 (1990). También se han descrito los vectores multicopias de expresion
estable para la secrecion de seroalbumina humana recombinante por cepas industriales de Kluyveromyces. Fleer y
col., Bio/Technology 9:968-975 (1991).

(IV) Componente promotor

[0098] Los vectores de expresién y clonaje contienen por lo general un promotor que se reconoce por el organismo
huésped y esta unido operativamente al acido nucleico del ligando de Htk. Los promotores son secuencias no
transcritas localizadas cadena arriba (5’) del codén de inicio de un gen estructural (de generalmente 100 a 1000 pb)
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que controlan la transcripcion y la traduccion de una secuencia de acido nucleico particular, como la secuencia de
acido nucleico del ligando de Htk, con la que esta unido operativamente. Dichos promotores se clasifican en dos
categorias, los inducibles y los constitutivos. Los promotores inducibles son promotores que inician niveles
aumentados de transcripcion a partir del DNA bajo su control en respuesta a algunos cambios en las condiciones del
cultivo, p.ej., la presencia o ausencia de un nutriente o un cambio en la temperatura. En la actualidad, se conocen
diversos promotores reconocidos por diferentes células huéspedes potenciales. Estos promotores se unen
operativamente al DNA que codifica el ligando de Htk eliminando el promotor del DNA original mediante digestion
con enzimas de restriccion e insercion de la secuencia promotora aislada en el vector. Se pueden utilizar tanto la
secuencia promotora del ligando de Htk nativas como muchos otros promotores heterdlogos para amplificar
directamente y/o expresar el DNA del ligando de Htk. Sin embargo, los promotores heterélogos son los preferidos,
ya que permiten una mayor transcripcion y rendimientos superiores del ligando de Htk en comparaciéon con el
promotor del ligando de Htk nativo.

[0099] Los promotores adecuados para utilizar con los huéspedes procariotas incluyen los sistemas de promotores
de la B-lactmasa y la lactosa (Chang y col., Nature 275:615 [1975]; y Goeddel y col., Nature 281:544 [1979]), la
fosfatasa alcalina, un sistema de promotor del triptéfano (trp) (Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 [1980] y la
patente europea EP 36.776) y los promotores hibridos como el promotor de la tac (deBoer y col., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 80:21-25 [1983]). Sin embargo, también adecuados son otros promotores bacterianos conocidos. Sus
secuencias nucleotidicas se han publicado, lo que permite a un experto en la materia ligarlos operativamente al DNA
que codifica el ligando de Htk (Sienbenlist y col., Cell 20:269 [19780]) utilizando engarces o adaptadores para
proporcionar cualquier diana de restriccion necesaria. Los promotores para utilizar en sistemas bacterianos también
contienen una secuencia de Shine-Dalgarno (S.D.) unida operativamente al DNA que codifica el ligando de Htk.

[0100] Las secuencias del promotor para los organismos eucariotas son conocidas. Virtualmente, todos los genes
tienen una region rica en AT localizada aproximadamente a 25 a 30 bases cadena arriba del sitio de inicio de la
transcripcion. Otra secuencia que se halla 70-80 bases cadena arriba del inicio de la transcripcién de muchos genes
es una region CXCAAT en donde X puede ser cualquier nucleétido. En el extremo 3’ de la mayoria de genes
eucariotas se halla una secuencia AATAAA que puede ser la sefial para la adicion de la cola poli A en el extremo 3’
de la secuencia codificante. Todas estas secuencias se insertan de forma adecuada en los vectores de expresion
eucariotas.

[0101] Ejemplos de secuencias promotoras adecuadas para utilizar con huéspedes de levadura incluyen los
promotores para la 3-fosfoglicerato quinasa (Hitzeman y col., J. Biol. Chem 255:2073 [1980]) u otras enzimas
glicoliticas (Hess y col., J. Adv. Enzyme Reg. 7:149 [1968]; y Holland, Biochemistry 17:4900 [1978]), como la
enolasa, la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, la hexoquinasa, la piruvato descarboxilasa, la
fosfofructoquinasa, la glucosa-6-fosfato isomerasa, la 3-fosfoglicerato mutasa, la piruvato quinasa, la triosafosfato
isomerasa, la fosfoglucosa isomerasa y la glucoquinasa.

[0102] Otros promotores de levaduras, que son inducibles por promotores tienen la ventaja adicional de una
transcripcion controlada por las condiciones de crecimiento, son las regiones promotoras para la alcohol
deshidrogenasa 2, la isocitocromo C, la fosfatasa acida, las enzimas degradadoras asociadas con el metabolismo
del nitrogeno, la metalotioneina, la gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa y las enzimas responsables de la
utilizaciéon de la maltosa y galactosa. Los vectores y promotores adecuados para utilizar en la expresiéon de
levaduras se describen ademas en Hitzeman y col., patente europea EP 73.657A. Los intensificadores de la
transcripcion también se utilizan de forma ventajosa con los promotores de levaduras.

[0103] La transcripcion del ligando de Htk de vectores en células huésped de mamiferos se controla, por ejemplo,
por promotores obtenidos de los genomas de virus como el virus del polioma (patente inglesa UK 2.211.504,
publicada el 5 de Julio de 1989), adenovirus (como el Adenovirus 2), el virus del papiloma bovino, el virus del
sarcoma aviar, el citomegalovirus, un retrovirus, el virus de la hepatitis B y mas preferentemente el Virus 40 del
Simio (SV40), de promotores heterélogos de mamifero, p.ej., el promotor de la actina o un promotor de
inmunoglobulina, de promotores de choque térmico, y del promotor normalmente asociado con la secuencia del
ligando de Htk, siempre que dichos promotores sean compatibles con los sistemas de las células huésped.

[0104] Los promotores temprano y tardio del virus de SV40 se obtienen de forma adecuada como un fragmento de
restriccion de SV40 que también contiene el origen viral de replicacién de SV40. Fiers y col., Nature 273:113 (1978);
Mulligan y Berg, Science 209:1422-1427 (1980); Pavlakis y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:7398-7402 (1981). El
promotor inmediatamente temprano del citomegalovirus humano se obtiene de forma adecuada como un fragmento
de restriccion Hindlll. Greenaway y col., Gene 18: 355-360 (1982). Un sistema para la expresion del DNA en
huéspedes de mamifero que utiliza el virus del papiloma bovino como un vector se describe en la patente americana
U.S. 4.419.446. Una modificacién de este sistema se describe en la patente americana U.S. 4.601.978. Véase
también Gray y col., Nature 295:503-508 (1982) sobre la expresion de un cDNA que codifica el interferén inmune en
células de mono; Reyes y col., Nature 297:598-601 (1982) sobre la expresion del cDNA del B-interferon humano en
células de ratén bajo el control de un promotor de timidina quinasa del virus herpes simplex; Canaani y Berg, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 79:5166-5170 (1982) sobre la expresion del gen del interferon 31 en células de ratén y conejo
cultivadas; y Goman y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:6777-6781 (1982) sobre la expresion de secuencias CAT
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bacterianas en células de rifion de mono CV-1, fibroblastos de embrién de pollo, células de ovario de hamster chino,
células HelLa y células NIH-3T3 utilizando la repeticién terminal larga del virus del sarcoma de Rous como promotor.

(v) Elemento componente intensificador

[0105] La transcripcién de un DNA que codifica el ligando de Htk de la presente invencién por los eucariotas
superiores a menudo se intensifica mediante la insercidon de una secuencia intensificadora de la transcripcion en el
vector. Los intensificadores son elementos del DNA que actian en cis, de aproximadamente 10 a 300 pb, y que
actuan sobre un promotor para aumentar su transcripcion. Los intensificadores son relativamente independientes en
su orientacion y posicion, se han hallado en el extremo 5’ (Laimins y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:993 [1981]) y
en 3’ (Lusky y col., Mol. Cell Biol., 3:1108 [1983]) respecto a la unidad de transcripcion, dentro de un intron (Banerji y
col., Cell 33:729 [198]), asi como dentro de la propia regién codificante (Osborne y col., Mol. Cell. Bio. 4:1293
[1984]). En la actualidad, se conocen muchas secuencias intensificadoras de genes de mamiferos (globina, elastasa,
albumina, o-fetoproteina e insulina). Sin embargo, se utilizara de forma general un intensificador de un virus de
célula eucariota. Por ejemplo, el intensificador de SV40 en el lado tardio del origen de replicacién (pb 100-270), el
intensificador del promotor temprano de citomegalovirus, el intensificador del polioma en el lado tardio del origen de
replicacién, y los intensificadores del adenovirus. Véase también Yaniv, Nature 297:17-18 (1982) sobre los
elementos intensificadores para la activacion de promotores eucariotas. El intensificador puede ayustarse en el
vector en una posicién 5’ o 3’ de la secuencia codificante del ligando de Htk, pero localizada preferentemente en 5’
del promotor.

(vi) Componente de finalizacién de la transcripcion

[0106] Los vectores de expresion utilizados en las células eucariotas (levaduras, hongos, insectos, plantas,
animales, humanos, o células nucleadas de otros organismos multicelulres) también contendran las secuencias
necesarias para la finalizacion de la transcripcion y para la estabilizacion del mRNA. Dichas secuencias estan
disponibles a partir de las regiones no traducidas 5’, y ocasionalmente 3’, de DNAs o cDNAs eucariotas o virales.
Estas regiones contienen segmentos que se transcriben como fragmentos poliadenilados en la fraccion no traducida
del mRNA que codifica el ligando de Htk.

(vii) Construccion y analisis de los vectores

[0107] La construccion de vectores adecuados que contienen uno o mas de los componentes enunciados
anteriormente utiliza técnicas de ligacién estandares. Los plasmidos aislados o fragmentos de DNA se cortan, se
convierten sus extremos en romos, y se religan en la forma deseada para generar los plasmidos deseados.

[0108] Para confirmar que las secuencias son correctas en los plasmidos construidos, se utilizan mezclas de ligacion
para transformar la cepa 294 de E. coli (ATCC 31.446) y los transformantes satisfactorios se seleccionan por su
resistencia a la ampicilina o tetraciclina cuando sea adecuado. Los plasmidos de los transformantes se preparan,
analizan mediante digestion con endonucleasas de restriccion, y/o se secuencian por el procedimiento de Messing y
col, Nucleic Acids Res., 9:309 (1981) o por el procedimiento de Maxam y col., Methods in Enzymology 65:499
(1980).

(viii) Vectores de expresion transitoria

[0109] Los vectores de expresion son de especial utilidad en la practica de la presente invencidon ya que
proporcionan la expresion transitoria en las células de mamiferos del DNA que codifica el ligando de Htk. Por lo
general, la expresién transitoria implica la utilizacion de un vector de expresién que sea capaz de replicarse
eficientemente en una célula huésped, para que dicha célula huésped acumula muchas copias del vector de
expresion, y a la vez sintetice niveles elevados de un polipéptido deseado codificado por el vector de expresion.
Sambrook y col., supra, pp. 16.17-16.22. Los sistemas de expresion transitoria, que comprenden un vector de
expresion adecuado y una célula huésped, permiten la identificacion positiva conveniente de los polipéptidos
codificados por los DNAs clonados, asi como el rastreo rapido de dichos polipéptidos por sus propiedades bioldgicas
o fisiolégicas. Por ello, los sistemas de expresion transitoria son de particular utilidad en la invencién con propésitos
de identificar analogos y variantes del ligando de Htk que son ligandos de Htk biolégicamente activos.

(ix) Ejemplos adecuados de vectores de células de vertebrados

[0110] Otros procedimientos, vectores y células huésped adecuados para la adaptacion a la sintesis del ligando de
Htk en el cultivo de células de vertebrados se describe en Gething y col., Nature 293:620-625 (1981); Mantel y col.,
Nature 281:40-46 (1979); Levinson y col., patente europea EP 117.060; y patente europea EP 117.058. Un plasmido
de especial utilidad para la expresion de células de mamifero en cultivo del ligando de Htk es el pRK5 (patente
europea EP 307.247) o pSVI6B (PCT pub. No. patente internacional WO 91/08291, publicada el 13 de Junio de
1991).
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D. Seleccidn y transformacién de células huésped

[0111] Las células huésped adecuadas para el clonaje o la expresion de vectores son las procariotas, levaduras o
eucariotas superiores descritas anteriormente. Las procariotas adecuadas para este propdsito incluyen las
eubacterias, como los organismos Gram-negativos o Gram-positivos, por ejemplo. Las enterobacteriaceas como
Escherichia, p.ej., E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, p.ej., Salmonella typhimurium,
Serratia, p.ej., Serratia marcescans y Shigella, asi como Bacilli como B. subtilis y B. licheniformis (p.ej., B.
licheniformis 41P descrito en la patente DD 26-6.710, publicada el 12 de Abril de 1989). Pseudomonas como P.
aeruginosa, y Streptomyces. Un huésped de clonaje de E. coli preferido es E. coli 294 (ATCC 31.446), aunque otras
cepas como E. coli B, E coli X1776 (ATCC 31.537) y E. coli W3110 (ATCC 27.325) son adecuados. Estos ejemplos
son ilustrativos en lugar de limitantes. La cepa W3110 es un huésped o huésped parental particularmente preferido
porque es una cepa comun para las fermentaciones del producto de DNA recombinante. Preferentemente, la célula
huésped deberia secretar cantidades minimas de enzimas proteoliticas. Por ejemplo, la cepa W3110 puede
modificarse para tener una mutacién genética en los genes que codifican proteasas, ejemplos de dichos huéspedes
incluyen la cepa W3110 de E. coli 27C7. El genotipo completo de 27C7 es tonAA ptr3 phoAAE15 (argF-lac)169
ompTA degP41karf. La cepa 27C7 se deposité el 30 de Octubre de 1991 en el American Type Culture Collection
como ATCC No. 55.244. Alternativamente, se puede utilizar la cepa de E. coli que tiene una proteasa periplasmica
mutante se describe en la patente americana U.A. 4.946.783, publicada el 7 de Agosto de 1990. También son
adecuados los procedimientos de clonaje, p.ej., PCR u otras reacciones de la polimerasa de acidos nucleicos.

[0112] Ademas de los microbios procariotas, los eucariotas como los hongos filamentosos o las levaduras son
huéspedes de clonaje o expresion adecuados para los vectores que codifican el ligando de Htk. Saccharomyces
cerevisiae, o la levadura del pan, es el microorganismo huésped eucariota mas comunmente utilizado. Sin embargo,
otros genes, especies y cepas estan disponibles y son de utilidad en la presente invencién, como
Schizosaccharomyces pombe (Beach y Nurse, Nature 290:140 [1981]; patente europea EP 139.383, publicad el 2 de
Mayo de 1985); huéspedes de Kluyveromyces (patente americana U.S. 4.943.529; Fleer y col., supra) como, p.ej., K.
lactis [MW98-8C, CBS683, CBS4574; Louvencourt y col., J. Bacteriol., 737 (1983)], K. fragilis (ATCC 12.424), K.
bulgaricus (ATCC 16.045), K.wickeramii (ATCC 24.178), K. waltii (ATCC 56.500), K. drosophilarum (ATCC 36.906;
Van den Berg y col., supra), K. thermotolerans y K. marxianus; yarrowia [patente europea EP 402.226]; Pichia
pastoris [patente europea EP183.070; Sreekrishna y col., J. Basic Microbiol. 28:265-278 [1998]); Candida;
Trichoderma reesia [patente europea EP 244.234]; Neurospora crassa (Case y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
76:5259-5263 [1979]); Schawanniomyces como Schawanniomyces occidentalis (patente europea EP 394.538,
publicada el 31 de Octubre de 1990); y hongos filamentosos como, p.ej., Neurospora, Penicillium, Tolypocladium
(patente internacional WO 91/00357 publicado el 10 de Enero de 1991), y huéspedes de Aspergillus como A.
nidulans (Ballance y col., Biochem. Biophys. Res. Commun. 112:284-289 [1983]; Tilburn y col., Gene 26:205-221
[1983]; Yelton y col; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:1470-1474 [1984]) y A. niger (Kelly y Hynes, EMBO J. 4:475-479
[1985]).

[0113] Las células huésped adecuadas para la expresion del ligando de Htk glicosilado se derivan de organismos
multicelulares. Dichas células huésped son capaces de realizar procesamientos complejos y actividades de
glicosilacion. En principio, cualquier cultivo de célula eucaridtica superior es manejable, bien sea un cultivo de
células de vertebrados como de invertebrados. Ejemplos de células de invertebrados incluyen las células de plantas
e insectos. Se han identificado numerosas cepas y variantes de baculovirus y las correspondientes células huésped
de insectos permisivas como Spodoptera frugiperda (oruga), Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopictus (mosquito),
Drosophila melanogaster (mosca de la fruta) y Bombyx mori. Véase, p.ej., Luckow y col., Bio/Technology 6:47-55
(1988); Miller y col., en Genetic Engineering, Setlow y col., eds., vol. 8 (Plenum Publisihing, 1986), pp. 277-279; y
Maeda y col., Nature 315:592-594 (1985). Diversas cepas virales para la transfeccion son de disponibilidad publica,
p.ej., la variante L-1 de Autographa californica NPV y la cepa Bm-5 de Bombyx mori NPV, y dichos virus pueden
utilizarse como el virus de la presente invencion, en particular para la transfeccion de células de Spodoptera
frugiperda.

[0114] Se pueden utilizar como huéspedes cultivos de células vegetales como el algoddn, el maiz, la patata, la soja,
la petunia, el tomate y el tabaco. En general, las células de plantas se transfectan por incubacién con ciertas cepas
de la bacteria Agrobacterium tumefaciens, que ha sido previamente manipulado para contener el DNA del ligando de
Htk. Durante la incubacion del cultivo de células vegetales con A. tumefaciens, el DNA que codifica el ligando de Htk
se transfiere al huésped de células vegetales al transfectarse, y en condiciones adecuadas expresara el DNA del
ligando de Htk. Ademas, las secuencias reguladoras y sefial compatibles con las células vegetales estan
disponibles, como por ejemplo el promotor de la nopalina sintasa y las secuencias sefial de poliadenilacion. Depicker
y col., J. Mol. Appl. Gen. 1:561 (1982). Ademas, los segmentos de DNA aislados de la region cadena arriba del gen
780 del T-DNA son capaces de activar o aumentar la transcripcion de genes que pueden expresarse en plantas en
el tejido de la planta que contenga el DNA recombinante, véase la patente europea EP 321.196, publicada el 21 de
Junio de 1989.

[0115] Sin embargo, el interés ha sido mayor en células de vertebrados, y la propagacion de células (cultivo de

tejidos) se ha convertido en una rutina en los ultimos afios (Tissue Culture, Academic Press, Kruse y Patterson,
editores [1973]). Ejemplos de lineas celulares huésped de mamifero de utilidad son la linea CV1 de rifiédn de mono
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transformada con SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651; la linea de riidon embrional humano (células 293 o células
subclonadas para su crecimiento en el cultivo en suspension, Graham y col., J. Gen. Virol. 36:59 [1977]); células de
rinén de bebé hamser (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de hamser chino/- DHFR (CHO, Urlaub y Chasin,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 [1980]); células de sertoli de raton (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251
[1980]); células de rifién de mono (CV1 ATCC CCL 79); células de rifién de mono verde africano (VERO-76, ATCC
CRL-1587); células de carcinoma cervical humano (HELA, ATCC CCL2); células de rifidon canino (MDCK, ATCC CCL
34); células de higado de rata bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmén (W138, ATCC CCL 75); células
de higado humano (Hep G2, HB 8065); tumor mamario de raton (MMT 060562, ATCC CCL51); células TRI (Mather y
col., Annals N.Y. Acad. Sci. 3883:44-68 [1982]); células FS4; y la linea de hepatoma humano (Hep G2).

[0116] Las células huésped se transfectan y transforman preferentemente con los vectores de expresion y clonaje de
esta invencion y se cultivan en medio nutritivo convencional modificado de forma conveniente para la induccion de
promotores, seleccion de transformantes o amplificacion de los genes que codifican las secuencias deseadas.

[0117] La transfeccion hace referencia a la incorporacion de un vector de expresién por una célula huésped
independientemente de que se exprese cualquier secuencia. Numerosos procedimientos de transfeccion son
conocidos por los expertos en la materia, por ejemplo, el método del CaPO, y la electroporaciéon. Una transfeccion
satisfactoria se reconoce por lo general cuando se manifiesta cualquier indicaciéon de la operabilidad de este vector
en la célula huésped.

[0118] La transformacion hace referencia a la introduccion de DNA en un organismo de modo que el DNA sea
replicable, bien como un elemento extracromosdémico o como un integrante cromosémico. Dependiendo de la célula
huésped utilizada, la transformacion se realiza utilizando técnicas estandares adecuadas a dichas células. El
tratamiento del calcio que utiliza cloruro calcico, tal como se describe en la seccion 1.82 de Sambrook y col., supra,
o la electroporacion se utilizan generalmente para procariotas u otras células que contienen barreras celulares. La
infeccion con Agrobacterium tumefaciens se utiliza para la transformacion de ciertas células de plantas, tal como se
describe por Shaw y col., Gene 23:315 (1983) y la patente internacional 89/0589 publicada el 29 de Junio de 1989.
Ademas, las plantas pueden transfectarse mediante tratamiento por ultrasonidos tal como se describe en la patente
internacional WO 91/00538 publicada el 10 de Enero de 1991.

[0119] Para las células de mamifero carentes de dichas paredes celulares, es preferible el procedimiento de la
precipitacion de fosfato calcico de Graham y van der Eb, Virology 52:456-457 (1978). Los aspectos generales de las
transformaciones del sistema de células huésped de mamifero se ha descrito por Axel en la patente americana U.S.
4.399.216, publicada el 16 de Agosto de 1983. La transformacion en levaduras se lleva a cabo de forma
caracteristica de acuerdo con el procedimiento de Van Solingen y col., J. Bact. 130:946 (1977) y Hsiao y col., Proc.
Natl. Acad. Sci. (USA) 76:3829 (1979). Sin embargo, también pueden utilizarse otros procedimientos para la
introduccién del DNA en las células, como la microinyeccion nuclear, la electroporacion, la fusién de protoplastos
bacterianos con células intactas, o los policationes, p.ej., el polibreno, la poliornitina, etc., Para técnicas diversas de
transformacion de células de mamifero, véase Keown y col., Methods in Enzymology (1989), Keown y col., Methods
in Enzymology 185:527-537 (1990), y Mansour y col., Nature 336:348-352 (1988).

E. Cultivo de células huésped

[0120] Las células procariotas utilizadas para producir el polipéptido del ligando de Htk de la presente invencion se
cultivan en medios adecuados tal como se describe en Sambrook y col., supra.

[0121] Las células huésped de mamifero utilizadas para producir el ligando de Htk de la presente invencién pueden
cultivarse en diversos medios. Los medios disponibles comercialmente como el Ham F10 (Sigma), el Minimal
Essential Medium (MEM), Sigma), RPMI-1640(Sigma), y el Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) son
adecuados para el cultivo de células huésped. Ademas, cualquier otro medio descrito en Ham y Wallace, Meth. Enz.
58:44 (1979), Barnes y Sato, Anal. Biochem. 102:255 (1980), patentes americanas U.S. 4.767.704, 4.657.866,
4.927.762, o 4,560.655; patentes internacionales WO 90/03430, WO 87/00195; patente americana U.S. 30.985, o
patente americana U.S. 5.122.469, cuyas descripciones se han incorporado en las referencias, pueden utilizarse
como medio de cultivo para las células huésped. Cualquiera de estos medios puede suplementarse, segun sea
necesario, con hormonas y/o otros factores de crecimiento (como la insulina, la transferrina, o el factor de
crecimiento epitelial), sales (como el cloruro sédico, calcio, magnesio, y fosfato), tampones (como el HEPES),
nucledsidos (como la adenosina, timidina), antibiéticos (como el farmaco Gentamicina™), oligoelementos (definidos
como compuestos inorganicos presentes generalmente a concentraciones finales del orden micromolar), y glucosa u
otra fuente de energia equivalente. Cualquier otro suplemento necesario también puede incluirse a concentraciones
adecuadas segun el criterio del experto en la materia. Las condiciones de cultivo, como la temperatura, pH y similar,
son las previamente utilizadas con la célula huésped seleccionada para la expresion, y seran evidentes para un
experto en la materia.

[0122] Por lo general, los principios, protocolos y técnicas practicas para la maximizacion de la productividad de

cultivos de células de mamifero pueden hallarse en el Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approach, M.
Butler, ed., IRL Press, 1991.
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[0123] Las células huésped referidas en esta descripcidon abarcan las células en cultivo, asi como las células de un
huésped animal.

F. Deteccion de la amplificacion/expresion génicas

[0124] La amplificacion y/o expresion pueden cuantificarse directamente en una muestra, por ejemplo, mediante
transferencia de Southern convencional, transferencia de Northern para cuantificar la transcripcion del mRNA
(Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:5201-5205 [1980]), transferencia de mancha (analisis de DNA), o
hibridacion in situ, utilizando una sonda marcada adecuadamente, basada en las secuencias proporcionadas aqui.
Pueden utilizarse diversos marcajes, siendo los mas comunes los radioisétopos, en particular el P2, Sin embargo,
pueden utilizarse otras técnicas, como la utilizacion de nucleétidos modificados con biotina para la introduccién en
un polinucledtido. La biotina sirve a continuacion como el sitio de unién para la avidina o anticuerpos, que pueden
marcarse con una amplia variedad de marcajes, como los radiontclidos, los fluorocromos, las enzimas o similares.
Alternativamente, se pueden utilizar los anticuerpos para reconocer duplex especificos, incluyendo duplex de DNA,
duplex de RNA y duplex de hibridos DNA-RNA o DNA-proteina. Los anticuerpos a su vez pueden marcarse y se
puede llevar a cabo el ensayo si el duplex se une a una superficie, de modo que tras la formacion del duplex en la
superficie, puede detectarse la presencia de anticuerpo unido al duplex.

[0125] La expresion génica, puede cuantificarse, alternativamente mediante procedimientos inmunolégicos, como la
tincién inmunohistoquimica de las secciones del tejido y el ensayo del cultivo de células o fluidos corporales, para
cuantificar directamente la expresién del producto génico. Con las técnicas de tincién inmunohistoquimica, se
prepara una muestra de células, generalmente mediante deshidratacién y fijacién, seguido por la reaccion con
anticuerpos marcados especificos para el producto del gen acoplado, si los marcajes detectables visualmente, como
por ejemplo los marcajes enzimaticos, marcajes fluorescentes, marcajes luminiscentes y similares. Una técnica de
tincion especialmente sensible y adecuada para utilizar en la presente invencion se describe por Hsu y col., Am. J.
Clin. Path. 75:734-738 (1980).

[0126] Los anticuerpos utilizados para la tincion y/o ensayo de los fluidos de la muestra pueden ser monoclonales o
policlonales, y pueden prepararse en cualquier mamifero. De forma conveniente, los anticuerpos pueden prepararse
contra un polipéptido del ligando de Htk nativo o contra un péptido sintético basado en las secuencias de DNA que
se describen en la seccion 4 de méas adelante.

G. Purificacién del polipéptido del ligando de Htk

[0127] El ligando de Htk se recupera preferentemente del medio de cultivo como un polipéptido secretado, aunque
también puede recuperarse de los lisados de células huésped cuando se produce directamente sin una secuencia
sefal. Si el ligando de Htk esta unido a la membrana, se puede liberar utilizando una solucion detergente adecuada
(p-€j., Triton-X100).

[0128] Cuando el ligando de Htk se produce en una célula recombinante distinta a la de origen humano, el ligando
de Htk estara completamente libre de proteinas o polipéptidos de origen humano. Sin embargo, es necesario
purificar el ligando de Htk de proteinas o polipéptidos de células recombinantes para obtener preparaciones que
sean esencialmente homogéneas con el ligando de Htk. En una primera etapa, el medio de cultivo o lisado se
centrifuga para eliminar los restos celulares particulados. El ligando Htk se purifica a continuacion de proteinas y
polipéptidos solubles contaminantes, siguiendo los procedimientos que se exponen a continuacién a modo de
ejemplo de procedimiento de purificacion: mediante fraccionamiento en columnas de intercambio i6nico;
precipitacion con etanol; HPLC de fase inversa; cromatografia en silice o resina de intercambio catiénico como
DEAE; cromatoenfoque; SDS-PAGE; precipitacién con sulfato amonico; filtracion en gel con, por ejemplo, Sephadex
G-75; y columnas de Sepharose-Proteina A para eliminar contaminantes como la 1gG.

[0129] En la realizacion preferida, la fusidn del receptor Htk-Fc descrita en Bennett y col., supra se inmoviliza en una
columna de Sepharose A y el ligando Htk puede aislarse mediante purificacion por afinidad utilizando dicha columna.

[0130] Las variantes de ligando de Htk en las que se han delecionado, insertado o sustituido residuos, se recuperan
de la misma manera que el ligando de Htk nativo, teniendo en cuenta cualquier cambio importante en las
propiedades ocasionadas por la variacién. Por ejemplo, la preparacién de una fusion de ligando de Htk con otra
proteina o polipéptido, p.ej., un antigeno bacteriano o viral, facilita la purificacion; puede utilizarse una columna de
inmunoafinidad que contiene el anticuerpo contra el antigeno para adsorber el polipéptido de fusion. Se pueden
utilizar columnas de inmunoafinidad, como una columna con un anticuerpo policlonal anti-ligando Htk de conejo para
absorber la variante de ligando de Htk mediante la unién con al menos uno de los epitopos inmunes restantes.
También se puede utilizar un inhibidor de proteasa como el fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF) para inhibir la
degradacion proteolitica durante la purificacion, y pueden incluirse antibiéticos para prevenir el crecimiento de
contaminantes accidentales. Un experto en la materia apreciara que los procedimientos de purificacion adecuados
para el ligando de Htk nativo pueden requerir una modificacién para conseguir los cambios en el caracter del ligando
de Htk o sus variantes después de la expresién en un cultivo de células recombinantes.
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H. Modificaciones covalentes de los polipéptidos del ligando de Htk

[0131] Las modificaciones covalentes de los polipéptidos del ligando de Htk se incluyen dentro del ambito de la
presente invencion. Tanto la secuencia aminoacidica del ligando de Htk nativo como de sus variantes pueden estar
modificadas covalentemente. Un tipo de modificacién covalente incluida dentro del ambito de la presente invencion
es un fragmento de ligando de Htk (p.ej., el ligando de Htk soluble). Los fragmentos de ligando de Htk nativo de
hasta 40 residuos aminoacidicos pueden prepararse de forma adecuada mediante sintesis quimica, o corte
enzimatico o quimico a partir del polipéptido del ligando de Htk o variante de tamafio completo. Otros tipos de
modificaciones covalentes del ligando de Htk o de sus fragmentos se introducen en la molécula, haciendo reaccionar
residuos aminoacidicos diana del ligando de Htk o sus fragmentos con un agente modificador capaz de reaccionar
con las cadenas laterales o con los residuos N- o C-terminales seleccionados.

[0132] Los residuos cisteinil se hacen reaccionar generalmente con a-haloacetatos (y las correspondientes aminas),
como el acido cloroacético o la cloroacetamida, para proporcionar derivados carboximetil o carboxiamidometil. Los
residuos cisteinil también se modifican por la reaccion con bromotrifluoroacetona, acido a-bromo-B-(5-imidozoil)
propidnico, cloroacetil fosfato, N-alquilmaleimidas, 3-nitro-2-piridil disulfuro, metil 2-piridil disulfuro, p-
cloromercuribenzoato, 2-cloromercuri-4-nitrofenol, o cloro-7-nitrobenceno-2-oxa-1,3-diazol.

[0133] Los residuos histidil se modifican por la reacciéon con dietilpirocarbonato a pH 5,5-7,0 porque este agente es
relativamente especifico para la cadena lateral histidil. También es util el para-bromofenacil bromuro; la reaccion se
realiza preferentemente en cacodilato sédico 0,1 M a pH 6,0.

[0134] Los residuos lisinil y amino terminal se hacen reaccionar con los anhidridos del &cido succinico u otro 4cido
carboxilico. La modificacion con estos agentes tiene el efecto de revertir la carga de los residuos lisinil. Otros
reactivos adecuados para la modificacion de residuos o-amino incluyen los imidoésteres como el metil
picolinimidato; el fosfato de piridoxal; piridoxal; cloroborohidruro; acido trinitrobenceno sulfénico; O-metilisourea; 2,4-
pentanediona; y la reaccidn catalizada por transaminasa con glioxilato.

[0135] Los residuos arginil se modifican por la reaccién con uno o varis reactivos convencionales, entre ellos el
fenilglioxal 2,3-butanediona, 1,2-ciclohexanediona, y nihidrina. Los agentes modificadores de los residuos de
arginina requieren que la reaccién se realice en condiciones alcalinas debido al elevado pK del grupo funcional de la
guanidina. Ademas, estos reactivos pueden reaccionar con los grupos de lisina asi como con el grupo épsilon-amino
de la arginina.

[0136] La modificacion especifica de los residuos tirosil puede realizarse con especial interés en introducir marcajes
espectrales en los residuos tirosil por la reaccién con compuestos aromaticos de diazonio o con tetranitrometano.
Mas comunmente, el N-acetilimidizol y el tetranitrometano se utilizan Para formar especies O-acetil tirosil y derivados
3-nitro, respectivamente. Los residuos tirosil se yodinan con 1'%0" para preparar proteinas marcadas para utilizar
en el radioinmunoensayo, el procedimiento descrito mas arriba de la cloramina T es adecuado para utilizar en este
caso.

[0137] Los grupos laterales carboxilo (aspartil o glutamil) se modifican selectivamente mediante la reaccién con
carbodiimida (R-N=C=N-R’), en donde R y R’ son grupos alquil distintos, al igual que la 1-ciclohexil-3-(2-morfolinil-4-
etil)-carbodiimida o la 1-etil-3-(4-azonia-4,4-dimetilpentil)carbodiimida. Ademas, los residuos aspartil y glutamil se
convierten en residuos asparraguinil y glutamil por la reaccién con iones amoniaco.

[0138] La modificacion con agentes bifuncionales es util para la unién del ligando Htk con una matriz o superficie de
soporte insoluble en agua para utilizar en el procedimiento de purificacion de anticuerpos anti-Htk, y vice-versa. Los
agentes de union utilizados comunmente incluyen, p.ej., el 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, el glutaraldehido, los
ésteres de N-hidroxisuccinimida, por ejemplo, los ésteres con el acido 4-azicosalicilico, los imidoésteres
homobifuncionales, incluyendo los ésteres de disuccinimidil como el 3,3’-ditiobis (succnimidilpipropionato), y las
maleimidas bifuncionales com el N-maleimido-1,8-octano. Los agentes modificantes como el metil-3-[(p-
azidofenil)ditiol]propionimidato que produce intermediarios fotoactivables que son capaces de formar uniones en
presencia de la luz. Alternativamente, se utilizan para la inmovilizacion de proteinas las matrices insolubles en agua
y reactivas como los carbohidratos activados con bromuro de cianégeno y los sustratos reactivos descritos en las
patentes americanas U.S. 3.969.287; 3.691.016; 4.195.128; 4.247.642; 4.229.537; y 4.330.440.

[0139] Los residuos de glutamil y asparraguinil se desaminan frecuentemente a residuos glutamil y aspartil
correspondientes, respectivamente. Estos residuos se desaminan en condiciones neutras o bésicas. La forma
desaminada de estos residuos se halla dentro del ambito de la presente invencion.

[0140] Otras modificaciones incluyen la hidroxilacion de prolina, lisina de los grupos hidroxilo de los residuos seril o
treonil, la metilacion de los grupos a-amino de las cadenas laterales de lisina, arginina e histidina. (T.E. Creighton,
Proteins: Structure adn Molecular Properties, W.H. Freeman & Co., San Francisco, pp. 79-86 [1983]), la acetilacion
de la amina N-terminal y la amidacién del grupo carboxilo C-terminal.
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[0141] Otro tipo de modificaciéon covalente del polipéptido del ligando de Htk incluida en el ambito de la presente
invencién comprende la alteracion del patron de glicosilacion nativa del polipéptido. Por alteracion se hace referencia
a la deleciéon de una o mas porciones de carbohidrato halladas en el ligando Htk nativo, y/o a la adicién de uno o
mas sitios de glicosilacién que no estén presentes en el ligando Htk nativo.

[0142] La glicosilacion de polipéptidos es tipicamente N- u O-glicosilacion. La N-glicosilacion hace referencia a la
union de la fraccidon de carbohidrato en la cadena lateral de un residuo de asparraguina. Las secuencias tripeptidicas
asparraguina-X-serina y asparraguina-X-treonina, donde X es cualquier aminoacido excepto la prolina, son las
secuencias de reconocimiento para la unién enzimatica de la fraccion de carbohidrato con la cadena lateral de la
asparraguina. Por ello, la presencia de cualquiera de estas secuencias tripeptidicas en un polipéptido crea un sitio
de dlicosilacion potencial. La O-glicosilacion hace referencia a la unién de uno de los azicares N-
acetilgalactosamina, galactosa, o xilosa con un &cido hidroxilamino, mas comunmente serina o treonina, aunque
también se puede utilizar la 5-hidroxiprolina o la 5-hidroxilisina.

[0143] La adicion de sitios de glicosilacion al polipéptido del ligando de Htk se logra de forma adecuada alterando la
secuencia aminoacidica, de modo que contenga una o mas de las secuencias tripeptidicas descritas mas arriba
(para los sitios de N-glicosilacion). La alteracion también puede realizarse por la adicién, o sustitucién de uno o mas
residuos de serina o treonina con la secuencia del ligando de Htk nativa (para los sitios de O-glicosilacién). Para una
mayor facilidad, la secuencia aminoacidica del ligando Htk se altera preferentemente por cambios en el nivel de
DNA, en particular mutando el DNA que codifica el polipéptido del ligando de Htk en bases preseleccionadas y de
este modo los codones generados se traduciran en los aminoacidos deseados. La(s) mutacion(es) del DNA(s) puede
realizarse utilizando los procedimientos descritos mas arriba bajo el titulo “Variantes de secuencia aminoacidica del
ligando de Htk nativo”.

[0144] Otro procedimiento para aumentar el numero de fracciones de carbohidrato en el polipéptido del ligando de
Htk consiste en el acoplamiento quimico o enzimatico de los glicosidos en el polipéptido. Estos procedimientos
presentan la ventaja de que no requieren la produccion del polipéptido en una célula huésped que con capacidad de
N- u O-glicosilacién. Dependiendo del modo de acoplamiento utilizado, el o los azlcares pueden unirse a (a) una
arginina e histidina, (b) grupos carboxilo libres, (c) grupos sulfidrilo libres como los de la cisteina, (d) grupos hidroxilo
libres como los de serina, treonina, o hidroxiprolina, (e) residuos aromaticos como los de la fenilalanina, tirosina, o
triptéfano, o (f) el grupo amida de la glutamina. Estos procedimientos se describen en la patente internacional WO
87/05330, publicada el 11 de Setiembre de 1987, y en Aplin y Wriston, CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306 (1981).

[0145] La eliminacién de porciones de carbohidrato presentes en el polipéptido del ligando de Htk puede lograrse
quimica o enzimaticamente. La desglicosilaciéon quimica requiere la exposicion del polipéptido con el compuesto
acido trifluoro-metanesulfénico u otro compuesto equivalente. Este tratamiento resulta en una rotura de la mayor
parte de los azucares excepto del azicar de unidon (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina), dejando el
polipéptido intacto. La desglicosilacion quimica ha sido descrita por Hakimuddin y col., Arch. Biochem. Biophys. 259:
52 (1987) y por Edge y col., Anal. Biochem. 118:131 (1981). La rotura enzimatica de las fracciones de carbohidratos
puede realizarse con una variedad de endo y exo glicosidasas tal como se ha descrito por Thotakura y col., Meth
Enzymol. 138:30 (1987).

[0146] La glicosilacidon, en los lugares de glicosilacion potencial, puede evitarse con compuestos como la
tunicamicina tal como ha sido descrito por Duskin y col., J. Biol. Chem. 257:3105 (1982). La tunicamicina, bloquea la
formacion de los enlaces N-glicésido de la proteina.

[0147] Otro tipo de modificacion covalente del ligando de Htk comprende la unién de dicho ligando polipeptidico Htk
a uno, de entre una variedad, de polimeros noproteinaceos, p.e. polietilén glicol, polipropilén glicol o polioxialquileno,
tal como se describe en las patentes americanas U.S. Nos. 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192 o
4.179.337.

[0148] Puesto que a menudo es dificil predecir con anterioridad las caracteristicas de una variante del ligando de
Htk, se estima necesario realizar algun cribado de entre las variantes recogidas, para seleccionar la variante optima.
Un cambio en el caracter inmunoldgico de la molécula del ligando de Htk, tal como la afinidad de un determinado
anticuerpo, se puede medir mediante un inmunoensayo de tipo competitivo. La variante se estudia entonces, segun
la existencia de cambios, por supresion o por aumento de su actividad enzimatica en comparacion con la actividad
observada del ligando nativo Htk en un mismo ensayo. Por ejemplo, se puede utilizar en el cribado, la capacidad de
la variante del ligando de Htk para estimular la actividad protein-quinasa del receptor Htk utilizando las técnicas
descrita por Lokker y col., EMBO 11:2503-2510 (1992). Véase también el ejemplo 4 aqui descrito. Se estudian
también, mediante métodos bien conocidos en la materia, las otras modificaciones potenciales de la proteina o de
las propiedades del polipéptido como pueden ser el potencial redox o la estabilidad térmica, la hidroprobicidad, la
susceptibilidad a la degradacion proteolitica o la tendencia a agregar con los transportadores o a formar multimeros.

|. Quimeras de ligando de Htk-Inmunoglobulina (Inmunoadhesinas)
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[0149] Son bien conocidas las inmunoglobulinas (Ig) y ciertas variantes de éstas y muchas de ellas pueden ser
preparadas en su forma recombinante a partir de cultivos celulares. Por ejemplo, véase la patente americana U.S.
No. 4.745.055; la patente europea EP 256.654; Faulkner y col., Nature 298:286 (1982); las patente europeas EP
120. 694 y EP 125.023; Morrison y col., J. Immun. 123;793 (1979); Kéhler y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:2197
(1980); Raso y col., Cancer Res. 41:2073 (1981); Morrison y col., Ann. Rev. Immunol. 2:239 (1984); Morrison y col.,
Science 229:1202(1985); Morrison y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851 (1984); las patentes europeas EP
255.694 y EP 266.663; y la patente internacional WO 88/03559. También son conocidas las cadenas recombinadas
de inmunoglobulinas. Véase por ejemplo, la patente americana U.S. No. 4.444.878; WO 88/03565; y la patente
europea EP 68.763 y las referencias citadas aqui. Asi mismo, son conocidas en la materia, las quimeras construidas
a partir de la secuencia de un receptor ligada a una secuencia del dominio constante de la inmunoglobulina
(inmunoadhesinas). Las inmunoadhesinas que se encuentran descritas en la literatura incluyen fusiones del receptor
de células T (Gascoigne y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:2936-2940 [1987]; CD4 (Capon y col., Nature 337:525-
531 [1989]; Trauneker y col., Nature 339:68-70 [1989]; Zettmeissi y col., DNA Cell Biol. USA 9:347-353 [1990]; y
Byrn y col., Nature 344:667-670 [1990]; L-selectina (receptor de “homing” o de destinacién) (Watson y col., J. Cell
Biol. 110:2221-2229 [1990]; y Watson y col., Nature 349:164-167 [1991]; CTLA-4 (Lisley y col., J Exp. Med. 174:561-
569 [1991]; CD 28 y B7 (Linsley y col., J Exp. Med. 173:721-730 [1991]; CTLA-4 (Lisley y col., J. Exp. Med. 174:561-
569 [1991]; CD22 (Stamenkovic y col., Cell 66:1133-1144 [1991]); el receptor del TNF (Azhkenazi y col., Proc Natl.
Acad. Sci. USA 88:10535-10539[1991]; Lesslauer y col., Eur. J. Immuno. 27:2883-2886 [1991]; y Peppel y col., J
Exp. Med. USA 88:10535-10539 [1991];y IgE receptor I (Ridgway and Gorman, J. Cell. Biol. Vol. 115, abstr. 1448
[1991]).

[0150] EI disefio mas simple y directo de inmunoadhesina combina la(s) regién(es) de unién de la proteina
"adhesina" con la bisagra y las regiones Fc de la cadena pesada de una inmunoglobulina. En la presente invencion,
cuando se preparan quimeras de una inmunoglobulina y del ligando de Htk, los acidos nucleicos codificantes para el
dominio extracelular del ligando de Htk, o de un fragmento de éste, se fusionan por su extremo C-terminal con los
acidos nucleicos que codifican el extremo N-terminal de la secuencia del dominio constante de inmunoglobulina,
aunque las fusiones por el extremo N-terminal, también son posibles.

[0151] En general, en tales fusiones, el polipéptido quimérico codificado, retiene al menos la bisagra funcionalmente
activa y los dominios CH2 y CH3 de la regién constante de la cadena pesada de la inmunoglobulina. Las fusiones
también se realizan por el extremo C-terminal de la porcién Fc de un dominio constante, o inmediatamente al N-
terminal del CH1 de la cadena pesada o de la correspondiente region de la cadena ligera.

[0152] El lugar preciso en el que la fusion se realiza no resulta critico; en particular, los lugares mejor conocidos y
seleccionados, lo son en razén de la optimizacidon de la actividad biolégica, la secrecidon o las caracteristicas de la
union de las quimeras de ligando de Htk-inmunoglobulina.

[0153] En algunas realizaciones, las quimeras de ligando de Htk-inmunoglobulina estan ensambladas como
monomeros, hetero u homo-multimeros y particularmente como dimeros o tetrameros, esencialmente tal como se
ilustra en la patente internacional WO 91/08298.

[0154] En una realizacion preferida, la secuencia del dominio extracelular del ligando de Htk esta fusionada al
extremo N-terminal del dominio Fc de la inmunoglobulina G1 (IgG-1). Es posible fusionar la regiéon constante de una
cadena pesada entera a la secuencia del dominio extracelular del ligando de Htk. Sin embargo, se utiliza
preferentemente en la fusidn una secuencia que comienza por la region bisagra justo cadena arriba del lugar de
digestion por papaina, que define de forma quimica la IgG Fc (p.€j., el residuo 216, considerando como primer
residuo de la region constante de la cadena pesada el 114), o en lugares analogos de otras inmunoglobulinas. En
una aplicacion particularmente preferida, la secuencia de aminoacidos del ligando de Htk se fusiona (a) a la region
bisagra y los dominios CH2 y CH3 o (b) el dominio CH1, la region bisagra, los dominios CH2 Y CH3 de una cadena
pesada de IgG1, 1IgG2 o IgG3. El lugar preciso donde se realiza la fusion no es critico, y el lugar éptimo mediante
experimentacion rutinaria.

[0155] En algunas realizaciones, las quimeras de ligando de Htk-inmunoglobulina estan ensambladas como
multimeros, y particularmente como homodimeros o tetrdmeros. En general, estas inmunoglobulinas ensambladas
se conocen como unidades estructurales. Una unidad estructural basica es la forma en la que se presentan la IgG, la
IgD y la IgE. Una unidad de cuatro cadenas se repite en una inmunoglobulina de alto peso molecular; las IgM
generalmente se presentan como pentameros de cuatro unidades basicas unidas por puentes disulfuro. La globulina
IgA, y ocasionalmente la IgG, también pueden presentarse como formas multiméricas en el suero. En el caso de un
multimero, cada una de las cuatro unidades puede ser idénticas al resto o diferentes entre si.

[0156] Varios ejemplos de quimeras de ligandos HtK-inmunoglobulinas ensambladas se muestran
esquematicamente a continuacion:

(a) AC-AC;

(b) ACH—[ACH, ACL—ACH, ACL-VH, (o] VLCL.-ACH];

(C) ACL—ACH-[ACL-ACH, ACL—VHCH, VLCL-ACH, (o] VLCL—VH];
(d) ACL-VHCH-[ACH, (e] ACL-VHCH, (e] VLCL-ACH];
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(e) VLCL-ACH-[ACL-VHCH, [e] VLCL-ACH];
[A-Y]n-[VLCL-VKCH]2,

en donde,

cada A representa aqui una secuencia aminoacidica idéntica o diferente del ligando HtK:
V| es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina.

V4 es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina.

C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina.

Ch es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina.

n es un entero mayor que 1;

Y designa el residuo de un agente de unién covalente.

[0157] En resumen, se muestran Unicamente las principales caracteristicas; no se indican las uniones (J) u otros
dominios de las inmunoglobulinas, tampoco las uniones disulfuro. Sin embargo, tales dominios son necesarios para
la actividad de unién y deben estar presentes en las localizaciones ordinarias que ocupan en las moléculas de
inmunoglobulinas.

[0158] De forma alternativa, las secuencias del dominio extracelular del ligando de Htk pueden insertarse entre las
secuencias de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina, de forma que se obtiene una inmunoglobulina que
contiene una cadena pesada quimérica. En esta realizacion, las secuencias del ligando de Htk se fusionan con el
extremo 3" de una cadena pesada de inmunoglobulina en cada brazo de ésta, tanto entre la bisagra y el dominio
CH2, como entre los dominios CH2 y CH3. Construcciones similares han sido descritas por Hoogenboom y col., Mol.
Immunol. 28:1027-1037 (1991).

[0159] Aunque la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina no se requiere en la inmunoadhesina de la
presente invencion, una cadena ligera de inmunoglobulina puede hallarse presente asociada covalentemente a un
polipéptido de fusion de ligando de Htk-cadena pesada de inmunoglobulina o directamente fusionada a un dominio
extracelular del ligando de Htk. En primer caso, el DNA que codifica una cadena ligera de inmunoglobulina se
coexpresa generalmente con el DNA que codifica la proteina de fusion ligando de Htk- cadena pesada de
inmunoglobulina. Después de la secreciodn, las cadenas hibridas pesadas y ligeras estan asociadas covalentemente
para proporcionar una estructura de tipo inmunoglobulina que comprende dos pares de cadenas ligeras y pesadas
de inmunoglobulinas unidas por puentes disulfuros. Los procedimientos adecuados para la preparacién de estas
estructuras estan por ejemplo, descritos en la patente americana U.S. No. 4.816.567, publicada el 28 de Marzo de
1989.

[0160] En una realizacion preferida, las secuencias de inmunoglobulinas utilizadas en las construcciones de las
inmunoadhesinas proceden del dominio constante de la cadena pesada de una inmunoglobulina 1gG. Para las
inmunoadhesinas humanas, se prefiere el uso de las secuencias humanas de las inmunoglobulinas IgG1 y IgG3. La
ventaja mas importante de utilizar IgG1 es que las inmunoadhesinas de IgG1 pueden purificarse eficientemente con
proteina A inmovilizada. Por el contrario, la purificacion de 1gG3 requiere proteina G, un medio significativamente
menos versatil. Sin embargo, otras propiedades estructurales y funcionales de las inmunoglobulinas se deben
considerar cuando se escoge la pareja para la fusion en una determinada construcciéon de inmunoadhesina. Por
ejemplo, la bisagra de IgG3 es mayor y mas flexible, por lo que se pueden acomodar mayores dominios "adhesina"
que pueden no plegarse o funcionar adecuadamente cuando se fusionan con IgG1. Otra consideracion puede ser la
valencia; las inmunoadhesinas de IgG son homodimeros bivalentes, mientras que los subtipos de Ig como IgA e IgM
pueden dar lugar a estructuras diméricas o pentaméricas, respectivamente, de la unidad basica homodimérica Ig.
Para las inmunoadhesinas de ligango de Htk-IgG disefiadas para una aplicacion in vivo, las propiedades
farmacocinéticas y las funciones efectoras especificadas de la region Fc son también importantes. Aunque la I1gG1,
la IgG2 y la IgG4 tienen todas una vida media de 21 dias, sus potencias relativas en la activacion del sistema del
complemento son diferentes. La IgG4 no activa el complemento y la IgG2 es significativamente mas débil en la
activacion del complemento que la IgG1. Ademas, a diferencia de IgG1, la IgG2 no se une a los receptores de Fc en
las células mononucleares o neutrdéfilos. Mientras que la IgG3 es 6ptima para la activacién del complemento, su vida
media in vivo es aproximadamente un tercio de la de otros isotipos de IgG. Otra consideracion importante en las
inmunoadhesinas disefiadas para ser utilizadas en la terapia humana es el nimero de variantes alotipicas de un
particular isotipo. En general, son preferibles los isotipos de IgG con menos alotipos definidos serolégicamente. Por
ejemplo, la IgG sdlo tiene cuatro lugares alotipicos definidos serolégicamente, dos de los cuales (G1m y 2) se
localizan en la regién Fc; y uno de esos lugares, G1ml, no es inmunogénico. En cambio, hay 12 alotipos definidos
serolégicamente en la IgG3, todos los cuales se encuentran en la region Fc; sdlo tres de esos lugares (G3m5, 11y
12) tienen un alotipo que no es inmunogénico. Por tanto la inmunogenicidad potencial de una inmunoadhesina y3 es
mayor que la de una inmunoadhesina y1.

[0161] En el disefio de las imunoadhesinaas de ligando de Htk-lg de la presente invencion, es posible delecionar los
dominios que no se requieren para la unién a rPTK y/o para la actividad bioldgicas del ligando de Htk. Con respecto
a la inmunoglobulina parental, un lugar de unién util se halla justo cadena arriba de las cisteinas de la bisagra que
forman los enlaces disulfuro entre las dos cadenas pesadas. En un disefio frecuentemente utilizado, el codén para el
residuo C-terminal de la porcién de "adhesina” (ligando de Htk) se coloca directamente cadena arriba de los codones
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para la secuencia DKTHTCPPCP (SEC ID NO: 7) de la regién bisagra de la IgG1.

[0162] En general, los procedimientos idéneos para la construccién y la expresion de inmunoadhesinas son los
mismos descritos mas arriba con especial mencion al ligando de Htk (nativo o variante). Las inmunoadhesinas de
ligando de Htk-IgG se construyen forma idénea por fusiéon de la secuencia del cDNA codificante de la fraccién del
ligando de Htk en fase con la secuencia del cDNA de lIg. También puede utilizarse la fusiéon de fragmentos
genomicos de Ig (véase, p.ej., Gascoigne y col., supra; Aruffo y col., Cell 61: 1303-1313 [1991]; y Stramenkovic y
col., Cell 66:1133-1144). El ultimo tipo de fusién requiere la presencia de secuencias Ig reguladoras de la expresion.
Los cDNAs que codifican las regiones constantes de cadena pesada de IgG pueden aislarse, segun sus secuencias
publicadas, de las librerias de cDNAs derivadas de bazo, o de linfocitos de sangre periférica, por técnicas de
hibridacion o de reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR). Los cDNAs que codifican la fraccion "adhesina" y la
fraccion de Ig de la inmunoadhesina son insertados en tandem en un vector plasmidico que dirige eficientemente la
expresion en las células huésped escogidas. Para la expresion en células de mamifero, son adecuados los vectores
basados en pRK5 (Schall y col., Cell 61:361-370 [1990] y CDM8 (Seed, Nature 329:840 [1989]). La unién exacta
puede crearse por eliminacién de secuencias extra en los codones disefiados para la unién por mutagénesis
deleccional dirigida por oligonucledtidos (Zoller y Smith, Nucleic. Acid. Res. 10:6487 [1982]) y Capon y col., Nature
337:525-531 [1989]). Se pueden utilizar oligonucledtidos sintéticos en los que cada mitad es complementaria con la
secuencia de unién deseada; de forma ideal son de 36 a 48 mers. De forma alternativa, pueden utilizarse técnicas
de PCR para unir las dos parte de la molécula en fase con un vector apropiado.

[0163] La eleccion de la linea celular huésped para la expresion de inmunoadhesinas de ligando de Htk-lg depende
principalmente del vector de expresién. Otra consideracién es la cantidad de proteina que se requiere. A menudo es
posible obtener cantidades del orden de miligramos con transfecciones transitorias. Por ejemplo, la linea celular
humana embrionaria de rifion 293 transformada con el adenovirus EIA puede transfectarse de forma transitoria con
vectores derivados de pRK5 por una modificacion del procedimiento del fosfato calcico para permitir la expresion
eficiente de la inmuoadhesina. Los vectores basados en CDM8 pueden utilizarse para transfectar células COS
mediante el métodod del DEAE-dextrano (Aruffo y col., Cell 61:1303-1313 [1990]; y Zettmeissl| y col., DNA Cell Biol.
(US) 9:347-353 [1990]). Si se desean grandes cantidades de proteina, la inmunoadhesina puede ser expresada
después de la transfeccion estable de una linea celular huésped. Por ejemplo, un vector derivado de pRK5 puede
introducirse en células de ovario de hamster chino (CHO) en presencia de un plasmido adicional que codifica la
dihidrofolato reductasa (DHFR) y que confiere resistencia a G418. A continuacion, los clones resistentes a G418
pueden seleccionarse en el cultivo. Estos clones se crecen en presencia de niveles crecientes del inhibidor de
DHFR, metrotexato, y se seleccionan aquellos que presentan un niumero de copias importante que codifican DHFR y
las secuencias de inmunoadhesinas co-amplificadas. Si la inmunoadhesina contiene una secuencia lider hidrofébica
en su extremo N-terminal, se procesa y secreta por las células transfectadas. La expresiéon de inmunoadhesinas con
estructuras mas complejas, requiere Unicamente células huésped adecuadas. Por ejemplo, componentes como una
cadena ligera o cadena J pueden proporcionarse por un mieloma o hibridoma como célula huésped (Gascoigne y
col., supra; y Martin y col., J Virol._67:3561-3568 [1993]).

[0164] Las inmunoadhesinas puede ser purificadas convenientemente por cromatrografia de afinidad. La idoniedad
de la proteina A como ligando de afinidad depende de las especies e isotipo del dominio Fc de la inmunoglobulina
que se utiliza en la quimera. La proteina A puede ser utilizada para purificar inmunoadhesinas que estan basadas en
las cadenas pesadas de y1, y2, y4 humanas (Lindmark y col., J Immunol. Method. 62:1-13 [1986]). La proteina G se
recomienda para todos los isotipos de raton y para la y3 humana (Guss y col., EMBO J. 5:1567-1575 [1986]). La
matriz a la que el ligando de afinidad esta frecuentemente unido es la agarosa, pero estan disponibles otras
matrices. Las matrices estables mecanicamente como el vidrio de poro determinado o poliestireno-divinilbenceno
permiten flujos mas rapidos y tiempos de procesado mas cortos que los que pueden conseguirse con agarosa. Las
condiciones para la uniéon de una inmunoadhesina a una columna de afinidad de proteina A o G vienen dictadas
enteramente por las caracteristicas del dominio Fc; es decir su especie o isotipo. Generalmente, cuando se escoge
el ligando adecuado, se produce una union eficiente directamente del fluido de un cultivo no condicionado. Una
caracteristica que distingue a las inmunoadhesinas es una disminucién de la capacidad de unién a la proteina A de
las las moléculas humanas dell1, si se comparan con un anticuerpo del mismo tipo Fc. La inmunoadhesina unida
puede eluirse eficientemente tanto a un pH acidico (a/o por encima de 3,0), o en un tampén a pH neutro que
contenga sales medianamente caotrépicas. El paso por la cromatrografia de afinidad puede resultar en una
preparacion de inmunoadhesina de una pureza superior al 95%.

[0165] Otros procedimientos conocidos en la materia pueden utilizarse en lugar de, o ademas de, la cromatografia
de afinidad con proteinas A o G para purificar inmunoadhesinas. Las inmunoadhesinas se comportan de forma
similar a los anticuerpos en geles de cromatrografia tiofilicos (Hutchens y Porath, Anal. Biochem. 159:217-226
[1986]) y cromatografia de metal quelante inmovilizado (Al-Mashikhi y Makai, J. Dairy Sci. 71:1756-1756 [1988]). Al
contrario que los anticuerpos, su comportamiento en columnas de intercambio iénico viene dictado sdlo por sus
puntos isoeléctricos, aunque también por la carga dipolar que pueda existir en las moléculas debido a su naturaleza
quimérica.

J. Ligando de Htk etiquetado epitdpicamente
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[0166] Esta realizacion comprende polipéptidos quiméricos que contienen el ligando de Htk fusionado con otro
polipéptido (tal como en las inmunoadhesinas mencionadas mas arriba). En una realizacion preferida, el polipéptido
quimérico comprende una fusién del ligando de Htk (o un fragmento de éste, p.ej., el ECD del ligando de Htk) con un
polipétido etiqueta que proporciona un epitopo al que puede unirse selectivamente un anticuerpo anti-etiqueta. La
etiqueta epitdpica se coloca en general en el extremo amino o carboxilo del ligando de Htk. Estas formas etiquetadas
epitopicamente del ligando de Htk son las preferibles, pues la presencia de éste puede detectarse utilizando un
anticuerpo marcado contra el polipéptido etiqueta. También la presencia de una etiqueta epitdpica permite al ligando
de Htk ser purificado facilmente mediante purificacion por afinidad utilizando un anticuerpo anti-etiqueta. Las
técnicas de purificacion por afinidad y los ensayos diagnoésticos que implican anticuerpos se describen mas adelante.

[0167] Los polipéptidos etiqueta y sus respectivos anticuerpos son bien conocidos en la materia. Entre los ejemplos,
se incluyen el polipéptido etiqueta HA de la gripe y su anticuerpo 12CA5 (Field y col., Mol. Cell. Biol. 8:2159-2165
[1988]; la etiqueta de c-myc y sus anticuerpos 8F9, 3C7, 6E10, G4, B7 y 9E10 (Evan y col., Molecular and Cellular
Biology 5(12):3610-3616 [1985]); y la etiqueta de la glicoproteina D (gD) del virus Herpes Simplex y su anticuerpo
(Paborsky y col., Protein Engineering 3(6):547-553 [1990]). Se han descrito otros polipéptidos etiqueta. Los ejemplos
incluyen el péptido Flag (Hopp y col., BioTechnology 6:1204-1210 [1988]); el epitopo KT3 (Martin y col., Science
255:192-194 [1992]); un epitopo de la o-tubulina (Skinner y col., J. Biol. Chem. 266:15163-15166 [1991]); y el
péptido etiqueta de la proteina 10 del gen T7 (Lutz-Freyemuth y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:6393-6397
[1990]). Una vez se ha escogido un polipéptido etiqueta, se genera un anticuerpo contra éste mediante las técnicas
aqui descritas.

[0168] Los procedimientos idéneos para la construccién y la produccion del ligando de Htk etiquetado
epitépicamente son los mismos que se describen aqui con especial mencion al ligando de Htk (nativo o variante).
Las fusiones del ligando de Htk-polipéptido etiqueta se construyen por fusion de la secuencia del cDNA que codifica
la fraccion del ligando de Htk en fase con la secuencia del DNA del polipéptido etiqueta y expresando el DNA de la
fusion resultante en las células huésped adecuadas. Generalmente, cuando se preparan quimeras de ligando de
Htk-polipéptido etiqueta de la presente invencion, el acido nucleico codificante del ligando de Htk (o un fragmento de
éste) se fusiona en su extremo 3’a un acido nucleico que codifica el extremo N-terminal del polipéptido etiqueta,
aunque también son posibles las fusiones 5°.

[0169] EI ligando de Htk etiquetado epitdpicamente puede purificarse por cromatografia de afinidad mediante el
anticuerpo anti-etiqueta. La matriz a la que se ancla el anticuerpo frecuentemente es la agarosa, pero también se
hallan disponibles otras matrices (p.€j., vidrio de poro determinado o poliestireno-divinilbenceno). El ligando de Htk
etiquetado epitdpicamente puede eluirse de la columna de afinidad mediante, por ejemplo, cambios de pH o de
fuerza idnica o afiadiendo agentes caotrépicos.

2. Usos terapéuticos, composiciones y administracion del ligando de Htk

[0170] La utilizacion terapéutica del ligando de Htk se deriva del tratamiento de mamiferos mediante la estimulacion
o inhibicién del crecimiento y/o la diferenciacion y/o activacion de células que tienen un receptor para el ligando de
Htk, como el receptor Htk. La expresién regional destacada del DNA del ligando de Htk en el cortex cerebral,
hipocampo, zona estriada y cerebelo (véase Ejemplo 3) sugiere la posibilidad que el polipéptido ligando de Htk
pueda ser util en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas en las que las estructuras, o neuronas que
proyectan dichas estrucutras estan afectadas. Estas enfermedades incluyen, pero no estan limitadas a, la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la cdlera de Huntigton, y trastornos del cerebelo (Hefti, J.
Neurobiol. en prensa [1994]; Marsden, Lancet 335:948-952 [1990]; Agid, Lancet 337:1321-1327 [1991]; Wexler y
col., Ann. Rev. Neurosci. 14:503-529 [1991]).

[0171] El ligando de Htk maduro exdgeno o una forma soluble de éste (p.ej., una inmunoadhesina soluble) puede
administrarse a un paciente bajo ciertas circunstancias. El ligando de Htk es claramente util si es administrado a
humanos que tienen unos niveles deprimidos de su ligando de Htk endégeno, preferentemente en la situacion donde
esos niveles deprimidos puedan llevar a un trastorno patolégico.

[0172] Las formulaciones terapéuticas del ligando de Htk se preparan para su almacenamiento mezclando el ligando
de Htk con el deseado grado de pureza junto con vehiculos, excipientes, o estabilizantes opcionales,
fisiologicamente aceptables (Remigton’s Pharmaceutical Sciences, 16" edicion, Osol. A., Ed (1980)), en la forma de
una pasta liofilizada o en solucién acuosa. Los vehiculos, excipientes y estabilizantes acceptables no son toxicos
para los receptores en las dosis y concentraciones empleadas, e incluyen tampones como el fosfato, el citrato y
otros acidos organicos; antioxidantes como el acido ascorbico; polipéptidos de bajo peso molecular (inferiores a 10
residuos); proteinas como la albumina bovina, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos como la
polivinilpirrolidona; aminoacidos como la glicina, la glutamina, la asparraguina, la arginina o la lisina; monosacaridos,
disacaridos, y otros carbohidratos que incluyen la glucosa, la manosa, o las dextrinas; agentes quelantes como el
EDTA; alcoholes de azlcares como el manitol o el sorbitol; iones formadores de sales como el sodio; y/o
tensoactivos no-idnicos tales como el Tween, el Pluronics o el polietilén glicol (PEG).

[0173] El ligando de Htk también puede ser encapsulado en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de
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coacervacion o mediante polimerizacion interfacial (por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o de gelatina
y microcapsulas de poli-[metilmetacilato] respectivamente), en sistemas coloidales de liberacién de farmacos (por
ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas), o en
macroemulsiones. Dichas técnicas se detallan en Remington's Pharmaceutical Sciences, supra.

[0174] Para la administracion in vivo del ligando de Htk, éste debe ser estéril. Esto se consigue mediante filtracion a
través de membranas de filtracion esteriles, antes de o tras liofilizacion y reconstitucion. Habitualmente, el ligando de
Htk se almacenara en forma liofilizada o en solucion.

[0175] Las composiciones terapéuticas del ligando de Htk se colocaran generalmente en un envase que tenga un
acceso estéril, por ejemplo una bolsa o vial de solucion intravenosa que tenga un tapén perforable por una aguja
hipodérmica.

[0176] La via de administracion del ligando de Htk estd en concordancia con los procedimientos conocidos, p.€j.,
inyeccion o infusion por via intravenosa, intraperitoneal, intracerebral, intramuscular, intraocular, intraarterial o
intralesional, o mediante sistemas de liberacion sostenida como se indica mas abajo. El ligando de Htk se administra
de forma continua por infusiéon o por inyeccién de un bolo. El anticuerpo del ligando de Htk se administra de la
misma forma, o mediante la administracion en el torrente sanguineo o en la linfa.

[0177] Entre los ejemplos idoneos de preparaciones de liberacion sostenida se incluyen matrices semipermeables o
polimeros sélidos hidrofébicos que contienen la proteina, matrices que estan en forma de articulos con forma
determinada, p.ej., peliculas o microcapsulas. Entre los ejemplos de matrices de liberacion sostenida se incluyen
poliésteres, hidrogeles [ej., poli(2-hidroxietil-metacrilato) tal y como se describe por Langer y col., J. Biomed. Mater.
Res.15:167-277 (1981) y Langer, Chem. Tech. 12:98-105 (1982) o poli(vinilalcohol)], polilactidos (Patente americana
U.S. 3.773.919, patente europea EP 58.481), copolimeros de acido L-glutdamico y gamma etil-L-glutamato (Sidman y
col., Biopolymers22:547-556 [1983], acetato no degradable de etilén-vinilo (Langer y col., supra), copolimeros de
acido lactico-acido glicélico tal como el Lupron DepotT'VI (microesferas inyectables compuestas de copolimero de
acido lactico-acido glicolico y acetado de leuprolide), y poli-D-(-)-3-acido hidroxibutirico (patente europea EP
133.988).

[0178] Mientras polimeros como el acetato de etilen-vinilo y de acido lactico-acido glicélico permiten la liberacion de
moléculas durante 100 dias, ciertos hidrogeles liberan proteinas durante periodos de tiempo mas cortos. Cuando las
proteinas encapsuladas permanecen en el organismo durante un tiempo prolongado, pueden desnaturalizarse o
agregarse como resultado de la exposicién a humedad a 37°C, resultando en una pérdida de la actividad bioldgica y
en posibles cambios en la inmunogenicidad. Deben disefiarse estrategias racionales para la estabilizacion de las
proteinas en funcién del mecanismo implicado. Por ejemplo, si se descubre que el mecanismo de agregacion es la
formaciéon de enlaces S-S intermoleculares a través de un intercambio tio-disulfuro, la estabilizacion puede
conseguirse modificando los residuos sulfidrilo, liofilizando a partir de soluciones acidicas, controlando el contenido
de humedad, usando aditivos adecuados, y desarrollando composiciones especificos de matrices de polimero.

[0179]Entre las composiciones para la liberaciéon sostenida del ligando de Htk también se incluye el ligando de Htk
inmovilizado en liposomas. Los liposomas que contienen el ligando de Htk se preparan mediante procedimientos
conocidos per se: patente DE 3.218,121; Epstein y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:3688-3692 (1985); Hwang y
col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4030-4034 (1980); patente europea EP 52.322; 36.676; 88.046; 143.949;
142.641; aplicacion de patente japonesa JP 83-118008; patente americana U.S. 4.485.045 y 4.544.545; y patente
europea E.P. 102.324. Habitualmente los liposomas son de tipo unilamelar pequefo en el que el contenido lipidico
es superior a aproximadamente un 30% molar de colesterol, siendo ajustada la proporcidon seleccionada para la
terapia 6ptima del ligando de Htk.

[0180] La cantidad efectiva de ligando de Htk que se usa terapéuticamente dependera, por ejemplo de los objetivos
terapéuticos, la via de administracion y la condicion del paciente. En concordancia, sera necesario que el terapeuta
titule la dosis y que modifique la via de administracién segin sea necesario para obtener el efecto terapéutico
Optimo. Una dosis diaria tipica podria oscilar de 1 pg/kg a 10 mg/kg o mas, dependiendo de los factores
mencionados anteriormente. Tipicamente, el clinico administrara el ligando de Htk hasta que la dosis alcanzada
consiga el efecto deseado. El progreso de esta terapia se monitoriza facilmente mediante ensayos convencionales.

3. Usos diagndsticos, no terapéuticos del ligando de Htk

[0181] EI acido nucleico que codifica el ligando de Htk puede utilizarse como diagnéstico para el tipado especifico de
tejido (p.ej., epitelio de glandula mamaria). Por ejemplo, pueden utilizarse procedimientos tales como hibridacion in
situ, transferencia de Northern y Southern y analisis por PCR para determinar si el DNA y/o RNA que codifica para el
ligando de Htk esta presente en el tipo(s) celular(es) que esta siendo evaluado. El acido nucleico o el polipéptido del
ligando de Htk puede ser usado también como marcador diagndstico en carcinomas de glandula mamaria. Por
ejemplo, el ligando de Htk puede marcarse, utilizando las técnicas aqui descritas, y puede cuantificarse la expresion
del acido nucleico del receptor Htk usando el ligando de Htk marcado.
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[0182] EI &cido nucleico del ligando de Htk humano se ha localizado en el cromosoma 13g33. Por tanto, el acido
nucleico para el ligando de Htk puede ser usado como marcador de este cromosoma humano.

[0183] El acido nucleico del ligando de Htk también es util para la preparacion del polipéptido del ligando de Htk
mediante técnicas recombinantes mostradas aqui.

[0184] El polipéptido del ligando de Htk aislado puede usarse en analisis diagnésticos cuantitativos como un
estandar o control frente al cual pueden prepararse muestras que contienen cantidades desconocidas de ligando de
Hitk.

[0185] Las preparaciones del ligando de Htk son también utiles en la generacion de anticuerpos, como estandares
en ensayos para el ligando de Htk (p.ej., marcando el ligando de Htk para su uso como un estandar en un
radioinmunoensayo, o0 en un inmunoensayo enzimatico, para detectar la presencia del receptor Htk en una muestra
bioloégica (p.ej., usando un ligando de Htk marcado), en técnicas de purificacion por afinidad, y en ensayos
competitivos de unidn a receptor cuando se marca con radioyodina, enzimas, fluoréforos, marcaje con radicales y
similar.

[0186] EIl ligando de Htk también es util como herramienta diagnéstica. Por ejemplo, el ligando de Htk puede
producirse en células eucariotas, usando técnicas elaboradas aqui de forma que la proteina no glicosilada que se
produce puede usarse, por ejemplo, como marcador de peso molecular. El peso molecular (PM) deducido del
ligando de Htk no glicosilado bajo condiciones reductoras es de aproximadamente 34 kD. El ligando soluble de Htk
tiene un PM deducido de 22 kD bajo condiciones reductoras. Para la utilizacién del ligando de Htk como marcador
de peso molecular, se usara habitualmente, por ejemplo, cromatografia de gel filtracion o SDS-PAGE para la
separacion de la(s) proteina(s) para las cuales se desea determinar su(s) peso(s) molecular(es) sustancialmente a
través de la manera habitual. El ligando de Htk y otros marcadores de peso molecular se usaran como estandares
para proporcionar un rango de pesos moleculares. Por ejemplo, pueden utilizarse como marcadores de peso
molecular la fosforilasa b (PM=97.400), la albumina sérica bovina (PM=68.000), la ovoalbumina (PM=46.000), el
ligando de Htk (PM=34.000), el inhibidor de tripsina (PM=20.100), y la lisozima (PM=14.400). El resto de marcadores
de peso molecular mencionados aqui pueden obtenerse comercialmente, por ejemplo, a través de Amersham
Corporation, Arlington Heights, IL. A menudo los marcadores de peso molecular se marcaran para facilitar su
deteccién tras la separacion. Las técnicas para marcar anticuerpos y proteinas son ampliamente conocidas y se
tratan aqui. Por ejemplo, los marcadores de peso molecular pueden ser biotinilados y tras la separacion por SDS-
PAGE la membrana puede incubarse con estreptavidina-peroxidasa de rabano. Las bandas pueden visualizarase a
través de la deteccion de luz.

[0187] También puede ser Util crecer ciertas células que tengan el receptor Htk ex vivo usando el ligando de Htk
como un factor de crecimiento. Estas células que se hacen crecer ex vivo pueden ser expuestas simultdneamente a
otros factores de crecimiento o citocinas conocidos. Entre los ejemplos de citocinas se incluyen las interleuquinas
(p.€j., IL-3), el factor estimulante de colonias de granulocito-macréfagos (GM-CSF), el factor estimulante de colonias
de macréfagos (M-CSF), el factor estimulante de colonias de granulocitos (GM-CSF), la eritropoyetina (Epo), la
linfotoxina, el factor steel (SLF), el factor de necrosis tumoral (TNF) y el interferén gamma. Esto causa la
proliferaciéon y/o diferenciacion de las células que poseen el receptor Htk. Por ejemplo, lineas celulares tumorales
humanas para las cuales se desea aislar ciertos factores asociados al mismo tumor (habitualmente proteinas)
pueden crecerse ex vivo usando el ligando de Htk. También se pueden generar anticuerpos contra los factores
asociados al tumor que pueden ser Uutiles con propésitos diagndsticos. Entre los ejemplos de tales lineas celulares
tumorales que pueden tratarse con el ligando de Htk se incluyen células de cancer mamario (p.ej., MCF-7), lineas
celulares hepaticas, Colo 205, NCI 69, HM-1 y HelLa.

[0188] En otro aspecto de la invencion, el ligando puede ser utilizado para la purificacion por afinidad del receptor
Htk. Brevemente, esta técnica implica la union covalente del ligando de Htk a una matriz porosa e inerte (p.ej.,
agarosa activada con bromuro de cianégeno). A continuacion, puede pasarse a través del material cromatografico
una solucién que contenga el receptor Htk y puede ser liberado posteriormente cambiando las condiciones de
elucion (p.ej., cambiando el pH o la fuerza iénica).

[0189] EI ligando de Htk purificado, y el acido nucleico que lo codifica, pueden venderse también como reactivos
para estudios mecanisticos del ligando y su receptor conocido, para analizar el papel del ligando de Htk y su
receptor en el desarrollo y crecimiento normal, asi como en el desarrollo y crecimiento anormal, p.ej., en procesos
malignos.

[0190] ElI ligando de Htk puede usarse para el analisis competitivo de agonistas o antagonistas potenciales para la
union al receptor Htk. Variantes del ligando de Htk son utiles como estandares o controles en los ensayos para el
ligando de Htk, dado que son reconocidas por el sistema analitico empleado, p.ej., un anticuerpo contra el ligando de
Htk.

4. Preparacion del anticuerpo contra el ligando de Htk
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[0191] Un anticuerpo monoclonal de la presente invencion es tal como se define en la reivindicacion 12.

[0192] A continuacién, una descripcidon sobre los ejemplos de produccion de anticuerpos tal como se definen aqui.
Entre estos ejemplos de anticuerpos se incluyen anticuerpos policlonales, monoclonales, humanizados,
biespecificos o heteroconjugados.

A. Anticuerpos policlonales

[0193] Los anticuerpos policlonales contra el ligando de Htk se generan habitualmente en animales mediante
multiples inyecciones subcutaneas (sc) o intraperitoneales (ip) del ligando de Htk y un adyuvante. Puede ser util
conjugar el ligando de Htk o un fragmento que contenga la secuencia aminoacidica diana a una proteina que sea
inmunogénica en la especie que va a ser inmunizada, p.ej., la hemocianina de la lapa, la albumina sérica, la
tiroglobulina bovina o el inhibidor de la tripsina de soja usando un agente bifuncional o modificador, por ejemplo, el
éster de maleimidobenzoil sulfosuccinimida (conjugacion a través de residuos de cisteina), la N-hidroxisuccinimida
(a través de residuos de lisina), el glutaraldehido, el anhidrido succinico, SOCl,, o R1N=C=NR, en donde Ry R' son
grupos alquilo diferentes.

[0194] Los animales se inmunizan contra los conjugados o derivados inmunogénicos combinando 1 mg 6 1 ug de
conjugado (para conejos 0 ratones respectivamente)con 3 volimenes de adyuvante completo de Freund e
inyectando la solucién intradérmicamente en multiples sitios. Al cabo de 1 mes se administra a los animales de 1/5 a
1/10 de la cantidad original del conjugado en adyuvante completo de Freund mediante inyeccién subcutanea en
multiples sitios. Entre 7 y 14 dias después se procede al sangrado de los animales y el suero se analiza para titular
el anticuerpo contra el ligando de Htk. Los animales se inyectan hasta alcanzar un titulo en la meseta de la curva
exponencial de titulacién. Preferentemente, el animal se inyecta con el conjugado del mismo ligando de Htk, pero
conjugado con una proteina diferente y/o a través de distintos reactivos de reticulacion. Los conjugados también
pueden prepararse en un cultivo celular recombinante como proteinas de fusién. También se usan agentes
agregantes como alumbre para aumentar la respuesta inmune.

B Anticuerpos Monoclonales

[0195]Los anticuerpos monoclonales se obtienen a partir de una poblacién substancialmente homogénea de
anticuerpos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacién son idénticos a excepcion de
posibles mutaciones naturales que puedan haberse presentado en pequefas cantidades. Por tanto, el término
"monoclonal” indica que el caracter del anticuerpo no es una mezcla de anticuerpos discretos.

[0196] Por ejemplo, el anticuerpo monoclonal contra el ligando de Htk de la invenciéon puede generarse usando el
procedimiento del hibridoma descrito por primera vez por Kohler y Milstein, Nature 256:495 (1975), o puede
prepararse por procedimientos de DNA recombinante (Cabilly y col., patente americana U.S. 4.816.567).

[0197] En el procedimiento del hibridoma, un ratéon u otro animal huésped adecuado, como el hamster, es
inmunizado tal y como se describe aqui para dar lugar a linfocitos que producen, o son capaces de producir,
anticuerpos que se uniran especificamente a la proteina usada para la inmunizacion. Alternativamente, los linfocitos
pueden ser inmunizados in vitro. Los linfocitos entonces se fusionan con células de mieloma usando un agente de
fusion adecuado, como polietilenglicol para formar una célula de hibridoma (Goding, Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice, pp.59-103 [Academic Press 1986]).

[0198]Las células de hibridoma asi preparadas se siembran y crecen en un medio de cultivo adecuado que
preferentemente contiene una o mas sustancias que inhiben el crecimiento o la supervivencia de las células de
mieloma parentales no fusionadas. Por ejemplo, si a las células parentales de mieloma les falta el enzima
hipoxantina guanina fosforibosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo de los hibridomas tipicamente
incluird hipoxantina, aminopterina y timidina (medio HAT), sustancias que evitan el crecimiento de las células
deficientes en HPGRT.

[0199] Las células de mieloma preferidas son aquellas que se fusionan eficientemente, soportan un nivel elevado de
expresion estable del anticuerpo por las células productoras del anticuerpo seleccionado, y son sensibles a un medio
como el medio HAT. Entre ellas, las lineas celulares de mieloma preferidas son las lineas de mieloma murino, tales
como aquellas derivadas de tumores de raton MOPC-21 y MPC-11 disponibles en el Salk Institute Cell Distribution
Center, San Diego, California, USA, y las células SP-2 disponibles en el American Type culture Collection, Rockuville,
Maryland USA. También se ha descrito la utilizacion de lineas celulares de mieloma humano y de heteromieloma
ratén-humano para la produccién de anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor, J. Immunol., 133:3001 [1984]; y
Brodeur y col., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63, Marcel Dekker, Inc., New
York, 1987). Véase también Boerner y col., J. Immunol., 147(1):86-95 (1991) y la patente internacional
W.0.91/17769, publicada el 28 de Noviembre de 1991, para técnicas de producciéon de anticuerpos monoclonales
humanos.

[0200] El medio de cultivo en el que se crecen las células de hibridoma se analiza para la produccién de anticuerpos
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monoclonales dirigidos contra el ligando de Htk. Preferentemente, la especificidad de union de los anticuerpos
monoclonales producidos por las células de hibridoma se determina mediante inmunoprecipitacién o mediante un
ensayo de unién in vitro, tal como el radioinmunoensayo (RIA) o el ensayo de inmunoabsorcién enzimatica (ELISA).

[0201] La afinidad de unién del anticuerpo monoclonal puede determinarse, por ejemplo, mediante el analisis de
Scatchard de Munson y Pollard, Anal. Biochem. 107:220 (1980).

[0202] Después de haber identificado que las células de hibridoma producen anticuerpos de la especificidad
afinidad, y/o actividad deseada, los clones deben ser subclonados mediante procedimientos de dilucion limitada y
crecidas mediante procedimientos estandar. Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp.59-104
(Academic Press, 1986). Entre los medios adecuados para este propésito se incluyen, por ejemplo, el Dulbecco’s
Modified Eagles’s Medium o el medio RPMI-1640. Ademas las células de hibridoma pueden crecerse in vivo como
tumores asciticos en un animal.

[0203] Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones se separan adecuadamente del medio de cultivo,
del fluido ascitico, o del suero mediante procedimientos convencionales de purificacion de inmunoglobulinas tales
como, por ejemplo, proteina A-Sepahorse, cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en gel, didlisis, o
cromatografia de afinidad. Alternativamente, es posible actualmente obtener animales transgénicos (p.ej., ratones)
que son capaces, tras la inmunizacion, de producir un repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de
produccién endégena de inmunoglobulina. Por ejemplo, se ha descrito que la delecion homoéloga del gen para la
region de unién de la cadena pesada del anticuerpo (Ju) en ratones quiméricos y mutantes de linea germinal resulta
en la inhibicién completa de la produccion enddgena de anticuerpos. La transferencia de la serie de genes de
inmunoglobulina de linea germinal humana en tales ratones mutantes de linea germinal llevara consigo la
produccién de anticuerpos humanos tras la estimulacion con el antigeno. Véase, p.ej., Jakobovits y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90: 2551-2555 (1993); y Jakobovits y col., Nature 362:255-258 (1993).

[0204] En una realizacion adicional se pueden aislar anticuerpos o fragmentos de anticuerpos a partir de una libreria
de anticuerpos expresados en fagos generada usando las técnicas descritas en McCafferty y col., Nature 348:552-
554 (1990), usando el ligando de Htk (o un fragmento del mismo)para seleccionar un anticuerpo o fragmento de
anticuerpos adecuados. Clackson y col., Nature 352:624-628 (1991) y Marks y col., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991)
describen el aislamiento de anticuerpos murinos y humanos, respectivamente usando librerias de fagos.
Publicaciones posteriores describen la produccion de anticuerpos humanos de alta afinidad (del orden nM) mediante
intercambio de cadenas (Mark y col., Bio./Technol.10:779-783 [1992]), asi como infeccion combinatorial y
recombinacion in vivo como una estrategia para construir librerias de fagos de gran tamafio (Waterhouse y col., Nuc.
Acids Res.,21: 2265-2266 [1993]). Por tanto, estas técnicas son alternativas viables a las técnicas tradicionales de
anticuerpos monoclonales en hibridomas para el aislamiento de anticuerpos “monoclonales” (fundamentalmente
anticuerpos humanos) las cuales estan comprendidas en la presente invencion.

[0205] EI DNA que codifica los anticuerpos monoclonales de la invencién se aisla y secuencia facilmente mediante
procedimientos convencionales (p.ej.,, usando sondas de oligonucledtidos que son capaces de unirse
especificamente a los genes que codifican para las cadenas pesada y ligera de anticuerpos murinos. Las células de
hibridoma de la invencion sirven como fuente preferente de dicho DNA. Una vez aislado, el DNA puede introducirse
en vectores de expresion, los cuales se transfectan a continuacion en células huésped como las células COS de
simio, las células de ovario de hamster chino (CHO), o células de mieloma que de lo contrario no producirian
proteina inmunoglobulinica, para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales en las células huésped
recombinantes. EI DNA puede también modificarse, por ejemplo, substituyendo la secuencia codificante de los
dominios constantes de cadenas pesada y ligera humanas en lugar de las secuencias murinas homaélogas, Morrison
y col.,Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6851 (1984), o mediante unién covalente a la secuencia codificante de la
inmunoglobulina de toda o de una parte de la secuencia codificante de un polipéptido no inmunoglobulinico. De este
modo, se preparan anticuerpos “quiméricos” o “hibridos” que presentan la especificidad de unién de un anticuerpo
monoclonal contra el ligando de Htk.

[0206] Tipicamente, tales polipéptidos no inmunoglobulinicos se sustituyen por los dominios constantes de un
anticuerpo de la invencion, o se sustituyen por los dominios variables de un sitio de combinacién antigénica de un
anticuerpo de la invencion para crear un anticuerpo quimérico bivalente que comprende un sitio de combinacién con
el antigeno que tiene especificidad por un ligando de Htk y otro sitio de combinacion con el antigeno con
especificidad por un antigeno diferente.

[0207] Los anticuerpos quiméricos o hibridos también pueden prepararse in vitro usando procedimientos conocidos
en quimica sintética de proteinas, incluyendo aquellos que implican agentes de entrecruzamiento. Por ejemplo,
pueden prepararse inmunotoxinas usando una reaccién de intercambio con disulfuro o formando un enlace tioéter.
Entre los ejemplos de reactivos idoneos para este propdsito se incluye el iminotiolato y el metil-4-
mercaptobutirimidato.

[0208] Para aplicaciones diagndsticas, los anticuerpos de la invencion se marcaran con una fraccion detectable. La
fraccion detectable puede ser cualquiera que pueda ser capaz de producir, de forma directa o indirecta, una sefial
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detectable. Por ejemplo, la fraccion detectable puede ser un radioistopo, como el *H, *C, *P, s, o '®I; un
compuesto fluorescente o quimioluminiscente, tal como el isotiocianato de fluoresceina, la rodamina o la luciferina; o
una enzima, como la fosfatasa alcalina, la beta-galactosidasa o la peroxidasa de rabano.

[0209] Puede utilizarse cualquier procedimiento conocido en el area para conjugar separadamente el anticuerpo con
la fraccion detectable; incluyendo aquellos procedimientos descritos por Hunter y col., Nature 144:945 (1962); David
y col., Biochemistry 13:1014 (1974); Pain y col., J. Immunol. Meth. 40:219 (1981); y Nygren, J. Histochem. and
Cytochem, 30:407(1982).

[0210] Los anticuerpos de la presente invencion pueden emplearse en cualquier procedimiento de ensayo conocido
como ensayos de unién competitivos, ensayos de ensayos de fase doble o sandwich directos e indirectos y ensayos
de inmunoprecipitacion. Zola Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, pp 147-158 CRC Press, Inc., 1987).

[0211] Los ensayos de union competitiva dependen de la capacidad de un estandar marcado (que puede ser un
ligando de Htk, o una fraccion del mismo inmunolégicamente reactiva) para competir con el analito en la muestra a
analizar (el ligando de Htk) por la unién con una cantidad limitada de anticuerpo. La cantidad de ligando de Htk en la
muestra a analizar es inversamente proporcional a la cantidad de estandar que llega a unirse a los anticuerpos. Para
facilitar la determinacion de la cantidad de estandar que llega a unirse, los anticuerpos generalmente se insolubilizan
antes o después de la competicion, de forma que el estandar y el analito que estan unidos a los anticuerpos puedan
ser separados convenientemente del estandar y del analito que quedan sin unir.

[0212] Los ensayos de fase doble (sandwich) implican el uso de dos anticuerpos, cada uno capaz de unirse a
diferentes regiones inmunogénicas, o epitopo, de la proteina a detectar. En un ensayo de fase doble, el analito de la
muestra a analizar esta unido a un primer anticuerpo el cual esta inmovilizado en un soporte sélido, y entonces un
segundo anticuerpo se une al analito, formando un complejo de tres partes insoluble. Véase, ej., patente americana
U.S. 4.376.110. El segundo anticuerpo puede ser marcado con una fraccién detectable (ensayo de fase doble
directo) o puede medirse usando un anticuerpo anti-inmunoglobulina que esté marcado con una fraccién detectable
(ensayo de fase doble indirecto). Por ejemplo, un tipo de ensayo de fase doble es un ensayo ELISA, en el que la
fraccion detectable es una enzima.

C Anticuerpos humanizados

[0213] Los procedimientos para humanizar anticuerpos no humanos son bien conocidos en el area. Generalmente,
un anticuerpo humanizado tiene uno o mas residuos aminoacidicos introducidos en él a partir de una fuente no
humana. Estos residuos aminoacidicos no humanos se denominan frecuentemente como residuos “importados”, los
cuales se toman tipicamente de un dominio variable “importado”. La humanizacién puede realizarse esencialmente
siguiendo el procedimiento de Winter y colaboradores (Jones y col., Nature 321:522-525 [1986]; Riechmann y col.,
Nature 332:323-327 [1988]; Verhoeyen y col., Science 239:1534-1536 [1988]), substituyendo CDRs de roedor o
secuencias CDR por las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. Tales anticuerpos “humanizados”
son anticuerpos quiméricos (Cabilly, supra) donde se sustituye sustancialmente menos de un dominio variable
humano intacto por la secuencia correspondiente de una especie no humana. En la practica, los anticuerpos
humanizados son tipicamente anticuerpos humanos en los que algunos residuos CDR, y posiblemente algunos
residuos FR, son substituidos por residuos de regiones analogas en anticuerpos de roedores.

[0214] Es importante que los anticuerpos que se humanizan retengan una elevada afinidad por el antigeno, asi como
otras propiedades biologicas favorables. Para alcanzar este objetivo, segun el procedimiento preferido, los
anticuerpos humanizados se preparan por un proceso de analisis de las secuencias parentales y varios productos
humanizados conceptuales usando modelos de las secuencias parentales y humanizadas en tres dimensiones. Los
modelos de inmunoglobulinas en tres dimensiones son similares a los descritos en el area. Se encuentran
disponibles programas informaticos que ilustran y muestran las probables estructuras conformacionales en tres
dimensiones de las secuencias de inmunoglobulinas candidatas seleccionadas. La inspeccion de estas
representaciones permite el analisis del posible papel de los residuos en el funcionamiento de la secuencia de la
inmunoglobulina candidata., es decir, el anadlisis de los residuos que afectan a la capacidad de la inmunoglobulina
candidata de unirse a su antigeno. De este modo, se pueden seleccionar y combinar residuos FR con la secuencia
consenso y la importada para que asi se logren las caracteristicas deseadas del anticuerpo, tales como una alta
afinidad por el antigeno(s) diana. En general, los residuos CDR estan directamente y mas sustancialmente
implicadas en afectar la unidon del antigeno. Para mas detalles véase la patente internacional W.O. 92/22653
publicada el 23 de Diciembre de 1992.

D. Anticuerpos biespecificos.

[0215]Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos monoclonales, preferentemente humanos o humanizados que
muestran especificidades de union por al menos dos antigenos diferentes. En el caso presente, una de las
especificidades de unién es el ligando de Htk y la otra es por cualquier otro antigeno, preferentemente por un
receptor o una subunidad de un receptor. Por ejemplo, uno de los ambitos de la presente invencién es el de
anticuerpos biespecificos con especificidad de union con el receptor Htk y el ligando de Htk.
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[0216] Los procedimientos para la generacion de anticuerpos biespecificos son conocidos en la materia.
Tradicionalmente, la producciéon recombinante de anticuerpos biespecificos esta basada en la coexpresion de 2
pares de cadenas pesada-ligera de inmunoglobulina, en donde las dos cadenas pesadas tienen diferentes
especificidades (Millstein y Cuello, Nature 305:537-539 [1983]. Debido a la variedad aleatoria de cadenas pesadas y
ligeras de inmunoglobulinas, estos hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de 10 moléculas de
anticuerpo diferentes, en donde sdélo una tiene la estructura biespecifica correcta. La purificacion de la molécula
correcta, que habitualmente se realiza mediante procedimientos de cromatografia de afinidad, es bastante
engorrosa, y el rendimiento de producto es bajo. Se describen procedimientos similares en la patente internacional
W.0O. 93/08829 publicada el 13 de Mayo de 1993 y en Traunecker y col., EMBO 10:3655-3659 (1991).

[0217] En funcion de la aproximacion preferida, se fusionan dominios variables del anticuerpo con la especificidad de
unién deseada (sitios anticuerpo-antigeno combinados) con secuencias de dominios constantes de inmunoglobulina.
La fusién preferentemente se realiza con un dominio constante de la cadena pesada de la inmunoglobulina, que
comprende, al menos parte de las regiones bisagra, CH2 y CH3. Se prefiere que la primera region constante de la
cadena pesada (CH1) conteniendo la regién necesaria para la unién de la cadena ligera esté presente en al menos
una de las fusiones. Los DNAs que codifican para las fusiones de la cadena pesada de la inmunoglobulina y, si se
desea, la cadena ligera de la inmunoglobulina, se insertan en diferentes vectores de expresion y se cotransfectan en
un organismo huésped idéneo. Esto proporciona una gran flexibilidad de cara al ajuste de las proporciones mutuas
de los tres fragmentos polipeptidicos en una realizacidon cuando los rendimientos 6ptimos los proporcionan ratios
desiguales de las tres cadenas polipeptidicas usadas en la construccién. Sin embargo, es posible insertar las
secuencias codificantes de dos o las tres cadenas polipeptidicas en un solo vector de expresion cuando la expresion
de al menos dos de las cadenas polipeptidicas en proporciones idénticas dé lugar a rendimientos elevados o cuando
las proporciones no tengan una significacion particular. En una realizacion preferida de esta aproximacion, los
anticuerpos biespecificos se componen de una cadena pesada de inmunoglobulina hibrida con una primera
especificidad de unidén en un brazo, y una pareja de cadena pesada-cadena ligera hibrida (que proporciona la
segunda especificidad de unién) en el otro brazo. Se ha observado que esta estructura asimétrica facilita la
separacion del compuesto biespecifico deseado de combinaciones no deseadas de cadenas de inmunoglobulina, ya
que la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina sélo en la mitad de la molécula biespecifica permite una
manera sencilla de separaciéon. Esta aproximacién se describe en la patente internacional W.O. 94/04690 publicada
el 3 de Marzo de 1994. Para mas detalles sobre la generacion de anticuerpos biespecificos véase, por ejemplo,
Suresh y col., Methods in Enzymology 121:210 (1986).

E. Anticuerpos Heteroconjugados

[0218] Los anticuerpos heteroconjugados se incluyen también en el ambito de la presente invencién. Los anticuerpos
heteroconjugados se componen de dos anticuerpos unidos covalentemente. Se ha propuesto, por ejemplo, que
dichos anticuerpos dirijan las células del sistema inmune hacia células extrafas (patente americana U.S. 4.676.980),
y para el tratamiento de la infeccion por HIV (patentes internacionales WO 91/00360, WO 92/200373, y patente
europea EP 03089). Los anticuerpos heteroconjugados pueden prepararse mediante cualquier procedimiento
adecuado de reticulamiento. Los agentes adecuados para el reticulamiento son bien conocidos en el area, y se
describen en la patente americana U.S. 4.676.980, junto a una serie de técnicas de reticulamiento.

5 Uso de los anticuerpos contra el ligando de Hik.

[0219] Los anticuerpos Htk pueden ser utiles en ciertas indicaciones terapéuticas para bloquear la actividad del
ligando de Htk (por ejemplo en cancer mamario).

[0220] Las formulaciones terapéuticas del anticuerpo contra el ligando de Htk y las vias de administracion deben ser
similares a las descritas anteriormente para el ligando de Htk. Una dosis diaria tipica del anticuerpo deberia oscilar
en el intervalo de 1 pg/kg hasta 5 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados anteriormente para la
administracion del ligando de Htk.

[0221] Los anticuerpos contra el ligando de Htk pueden ser utiles también en ensayos diagnosticos para el ligando
de Htk, p.ej., detectando su expresion en células, tejidos o sueros especificos. Los anticuerpos se marcan de la
misma manera que el ligando de Htk, tal y como se describié anteriormente y/o se inmovilizan en una matriz
insoluble. Los anticuerpos para el ligando de Htk pueden ser utiles también para la purificacion por afinidad del
ligando de Htk a partir de un cultivo de células recombinantes o de fuentes naturales. Los anticuerpos para el ligando
de Htk que no presenten reacciones cruzadas detectables con otras proteinas pueden usarse para purificar el
ligando de Htk libre de estas otras proteinas conocidas. Los ensayos diagnésticos adecuados para el ligando de Htk
y sus anticuerpos se describieron anteriormente.

11l Experimental

[0222] Mas adelante se indican ejemplos de realizaciones especificas para llevar a cabo la presente invencién. Los
ejemplos se ofrecen con objetivos ilustrativos unicamente, y no pretenden en ningun modo limitar el ambito de la

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2264 127 TS5

presente invencion.

[0223] Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de patentes indicadas aqui, supra o infra, se incorporan por la
presente por referencia en su totalidad.

EJEMPLO 1

Produccién de una proteina de fusién receptor Htk-Fc soluble para la identificacion de un ligando de Htk

[0224] Con objeto de identificar y en ultimo término de clonar el ligando de Htk, se construye una proteina de fusion
que consiste en el dominio extracelular (ECD) del receptor Htk fusionado a IgG1 Fc humana. Véase Bennet y col.,
supra para las técnicas de produccién de proteinas de fusion.

[0225] La fusion del receptor Htk-Fc se usa para analizar una serie de lineas celulares de rifiéon en cuanto a su
capacidad de unir el dominio extracelular del receptor Htk, usando analisis por FACS, como se describid
previamente. Véase Urdal y col., J. Biol. Chem. 263:2870-2877 (1988); y Gearing y col., EMBO.J. 8:3667-3676
(1989). Cualquier linea celular unida especificamente a la proteina de fusion indica una fuente de ligando de Htk
unida a membrana o asociada a membrana. El analisis de algunas de las 15 lineas celulares de rifidn lleva consigo
el descubrimiento de la unién especifica de una linea mesangial murina de rifidén llamada SV40MES 13. Se
demuestra que la linea celular SV40MES 13 es positiva para la uniéon Htk-Fc y no para otras proteinas de fusion con
Fc.

L0226] Los estudios de unién competitivos se reallzan como sigue. Se analiza la unidn en el estado de equilibrio de
®|_HTk-Fc en células SV4OMES 13 (5 x 10° celulas/pocnlo) en presencia de cantidades variables de Htk-Fc no
marcado. Las células se incuban con 1nM o 0,2 nM de "°I-HTk-Fc y varias concentraciones de Htk-Fc no marcado
(10 pm-1 uM) durante 2 h a 4°C. Las células se separan del HTk-Fc marcado con 2% mediante centrifugacion a
través de gradiente de sacarosa tal y como se describié previamente en Lee y col., J. Biol. Chem. 267:16283-16287
(1992). Los datos de la unién se analizan para determinar la afinidad y el numero de sitios por célula como se
describe en Munson y Rodbard Anal. Biochem. 107:220-239 (1980). La proteina de fusion Htk-Fc se yodina
mediante el procedimiento de la lactoperoxidasa, tal y como se describe en Urdal y col., J. Biol. Chem. 263:2870-
2877 (1988). La K4 para la unién de la proteina de fusion a SV4A0MES 13 es 3 nM con aproximadamente 6.500 sitios
por célula (Figura 5A). El medio condicionado de la linea celular SVAOMES 13 es incapaz de activar la
autofosforilacion de la tirosina del receptor Htk, apoyando el concepto de un ligando unido a membrana.

EJEMPLO 2

Clonaje del ligando de Htk murino

[0227] La proteina receptor Htk-Fc se usa para clonar el ligando de Htk a partir de una libreria de cDNA de
SV40MES 13 transfectada transitoriamente en células COS-7, como sigue. Se construye una libreria de expresion
de cDNA a partir de la linea celular SV40MES 13 en el plasmido pRK5B (Holmes y col., Science 253:1278-1280
[1991]). Cincuenta grupos de aproximadamente 2000 cDNAs cada uno se transfectan inicialmente en células COS-7
y se analizan las células por su capacidad de unir el receptor Htk-Fc, usando una placa de autorradiografia, tal como
se describe en Gearing y col., EMBO J. 8:3667-3676 (1989). De este analisis inicial resultan cinco grupos positivos y
dos de esos grupos se subdividen gradualmente en sucesivas series de analisis hasta la obtencion de clones

individuales.

[0228] Los experimentos de unién competitiva se realizan usando uno de los clones positivos (#7), llamado pRK5B-
ligando de Htk murino. En particular, las curvas de unién competitiva se generan tal como se describié anteriormente
con respecto a SV40MES 13, usando monocapas de células COS-7 (5 x 10° células por pocillo) que se transfectan
transitoriamente con el clon #7 , usando el procedimiento de transfeccion con Dextrano DEAE (McMahan y col.,
EMBO J. 10:2821-2830 [1991]).

[0229] Las células COS-7 transfectadas (COS-7t) usadas a 2,5 x 10* células por punto de unién se analizan para
determinar la unién en el estado de equilibrio de '"®I-HTk-Fc en presencia de cantidades variables de Htk-Fc no
marcado, tal como se ha descrito anteriormente. La unién de Htk-Fc a células COS-7 transfectadas mostré una Ky
de 500 pm (Figura 5B) indicando que el clon #7 es el ligando de Htk murino.

[0230] La secuencia de DNA vy la secuencia aminoacidica deducida del ligando de Htk murino se muestran en las
Figuras 1A-B. El peso molecular predicho de la proteina tras la ruptura del péptido sefal es de 34 KD con un pl
estimado de 8,9.

[0231] La secuencia derivada del clon #7 se confirma secuenciando otro clon independiente de 4700 pb que da la
secuencia codificante idéntica. La secuenciacion de DNA se realiza usando el equipo de secuenciacion ABI Taq Dye
Deoxy Terminator en un secuenciador automatico de Applied Biosystems, modelo 373A. Se secuencian ambas
cadenas de clones individuales en su totalidad.
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[0232] La comparacion de la secuencia del ligando de Htk y B61 (Bartley y col., supra y Holzman y col., supra) indica
un 23 % de similitud entre las moléculas. Sin embargo B61 no contiene un dominio transmembrana. No obstante, el
grado de homologia sugiere que el ligando de Htk y B61 pueden comprender miembros de una familia
estructuralmente similar que se une a varios miembros de la familia del receptor de tirosina quinasas EPH/ELK.

EJEMPLO 3

Distribucion tisular del ligando de Htk

[0233] Se realizan analisis de transferencia de Northern con el objetivo de detectar la presencia del ligando de Htk
en tejidos de ratén adulto, tejidos humanos adultos y tejidos fetales humanos. En particular, las membranas de
transferencia de Northern se obtienen de Clontech (Palo Alto,CA) las cuales contienen 2 pg/carril de RNA poli A
seleccionado de tejidos adulto de raton, humano adulto y fetal humano. Las membranas de raton se hibridan en 50%
de formamida a 42°C a un cDNA del ligando de Htk murino marcado con p32 y se lavan en condiciones astrigentes
(lavado final: 0,2 x SSC, 0,2% SDS a 60°C). Las membranas de tejido humano se hibridan en formamida al 35% a
42°C y se lavan en condiciones astringentes, tal como se describié anteriormente.

[0234] EIl analisis de transferencia de Northern del RNA mensajero del ligando de Htk humano y de ratéon en tejidos
adultos y fetales muestra sélo un transcrito de aproximadamente 5,2 kb que presenta una amplia expresién en
tejidos. En particular, el ligando de Htk esta presente en grandes cantidades en el pulmén, el cerebro, el corazén y el
riidn de ratén adulto, y en menor medida en el bazo, el higado, el musculo esquelético y los testiculos. El ligando se
encuentra presente en el corazdn, el cerebro, la lacenta, el pulmén, el higado, el musculo esquelético, el rifion, el
pancreas, el bazo, el timo, la prostata, los testiculo, el ovario, el intestino delgado y el colon en tejido adulto humano
pero no es detectable mediante transferencia de Northern en leucocitos de sangre periférica. Finalmente, el
transcrito se detecta en grandes cantidades en tejidos fetales humanos como el cerebro, pulmén, y rifiones, y con
menores niveles detectables en el higado fetal humano.

[0235] También se realizan hibridaciones in situ para detectar la expresion del DNA del ligando de Htk. Embriones
de raton (dia 13 del embridn) o cerebros del primer dia después del nacimiento o ratones adultos se preparan para
la hibridacién in situ como sigue. Cerebros diseccionados en fresco o embriones fijados en formaldehido al 4% se
congelan y seccionan en un criostato. Las secciones se montan en Eortaobjetos, se secan al aire y se almacenan a -
70°C. La hibridacion se realiza con ribosondas marcadas con P* mediante una modificacion de procedimientos
publicados (Philips y col., Science 250:290-294 [1990]). Las sondas de cRNA sentido (control) y antisentido
correspondientes a los nucleotidos 1597 a 2198 de la secuencia de DNA del ligando de Htk murino de las Figuras
1A-B se utilizan para la hibridacion.

[0236] EIl dia de la hibridacion las secciones se llevan a temperatura ambiente, se fijan durante 10-30 minutos en
formaldehido al 4% con o sin la adicion de glutaraldehido al 1% en fosfato 0,1M (pH 7,2), se aclaran y se incuban en
tampon de hibridacién durante 1-3 horas a 42°C. El tampdn de hibridacion consiste en formamida al 50%, NaCl al
0.1M, 20 mM Tris HCI, pH 8,0, Solucién Denhardt a 1X, sufato de dextrano al 10%, 10 mM DTT. Las sondas se
calientan a 95°C durante 3 minutos en presencia de un RNA transportador, tras lo cual se enfrian inmediatamente a
4°C. La sonda se afiade entonces al tampdn de hibridacion en cada portaobjetos a una concentracion final de 6,5 x
10° cpm/ml, y se dejan hibridar a 55°C durante la noche. Tras la hibridacién, las secciones se tratan como sigue: 2
lavados en 2X SSC, 30 minutos de incubacion en RNAsa A, 2 lavados en 2X SSC, 1 hora de incubacion a 55°C en
0.1X SSC,2 lavados en 0,5X SSC, deshidratacién en en una serie de gradiente de soluciones de etanol (60%, 75%,
y 85% de etanol que contiene acetato aménico 0,3 M, seguido por un 90% y un 100% de etanol), y se secan al aire a
temperatura ambiente. Las secciones se exponen a una pelicula (Beta-Max, Amersham) durante un periodo de 1 a 3
dias tras los cuales éstas se sumergen en una emulsion (Amersham LM-1)y se exponen a 4°C durante 3 a 8
semanas. La pelicula y la emulsiéon autorradiograficas se revelan mediante tratamiento con revelador y fijador
fotograficos estandar.

[0237] La peliculas de autorradiografia se analizan mediante inspeccién visual sobre un transiluminador y bajo un
microscopio estereoscopico. Las emulsiones autorradiograficas se analizan bajo un microscopio de campo claro y
oscuro. La observacién de los autorradiogramas revela la sefal de hibridacion en varias regiones de las secciones
hibridadas con la sonda antisentido que no se observan en las secciones control hibridadas con la sonda sentido.
Estas regiones incluyen, aunque no se restringe a ellas, varias regiones del cerebro anterior, incluyendo al region
CA1 del hipocampo, el cértex cerebral (incluyendo los cértex piriforme y entorrinal y el caudate putamen. Se observa
también una hibridacion prominente en el cértex cerebelar. La hibridacion es menos intensa o ausente en otras
estructuras cerebrales incluyendo el septo, tractos de sustancia blanca tales como el cuerpo calloso, y numerosas
regiones diencefalicas, mesencefalicas y mielencefalicas. En el embrién se observa una fuerte hibridacion en (pero
no confinada a) el pulmén en desarrollo, el tracto digestivo, higado, rifidn, glandulas salivares, vértebras, musculo,
epitelio olfativo, epitelio del oido en desarrollo, dentro del ganglio de la raiz dorsal y trigeminal, meninges tanto del
cerebro como de la médula espinal y en numerosas regiones del cerebro y de la médula espinal. En el cerebro en
desarrollo, la expresion es notablemente intensa en el cerebro anterior en desarrollo, pero se observd una
hibridacion significativa en todas las subdivisiones mayores (telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo, metencéfalo y
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mielencéfalo).
EJEMPLO 4

Induccién de la fosforilacionen de tirosina del receptor Htk por el ligando de Htk

[0238] Para determinar si el ligando de Htk estimula la fosforilacion de Htk, y para confirmar ademas que el clon #7
descrito anteriormente codifica realmente un ligando del receptor Htk, se realizan los siguientes experimentos.

[0239] Se transfectan establemente células NIH 3T3 con el receptor Htk completo. Un fragmento de 4038 pb de
cDNA generado por restriccion con Clal y Xba1l que contiene 32 pb de la secuencia engarce de 37 pb del
poliengarce de pBluescript (Stratagene, La Jolla, CA) y la secuencia completa de 3969 pb del cDNA del receptor Htk
se subclona en el vector de expresion pRIS (Genentech, Inc.) bajo el control del promotor LTR del virus del sarcoma
de Rous. Las células NIH3T3 mantenidas en medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium (DMEM) con alta
concentraciéon de glucosa suplementado con un 10% de FCS se cotransfectan con el pRIS-receptor Htk y el pNeo
(un vector derivado de SV40 que contiene un marcador de resistencia a neomicina) mediante el procedimiento del
fosfato calcico como se describié por Gorman y col.,, en DNA Prot. Engineer. Tech. 2:3-10 [1990]. Las colonias
resistentes a neomicina se seleccionan 48 horas después de la transfeccion con Geneticina (Gibco/BRL) a 400
pug/ml. Catorce dias después, se aislan las colonias individuales resistentes, se expanden y analizan por citometria
de flujo para la expresion del receptor Htk usando un antisuero policlonal de conejo. La especificidad de la respuesta
se demuestran usando células 3T3 transfectadas con los plasmidos vacios (control).

[0240] A continuacion se co-incuban un millén de células 3T3 transfectadas (3T3-T) o no tranfectadas (3T3) con 1 x
10° células COS-7 transfectadas transitoriamente con el ligando de Htk (transfectadas con el clon #7 anteriormente
indicado usando el procedimiento dextrano-DEAE tal y como se describe més arriba), células COS-7 transformadas
control 0 3 x 10° % células SV40MES 13 a 37°C durante 30 minutos. Las células NIH 3T3 transfectadas y control se
incuban también con un anticuerpo contra el receptor Htk humano (IC2-C2) producido por el hibridoma Anti-HpTK 5
(numero de acceso del ATCC HB 11.583), conocido por inducir autofosforilacién del receptor Htk.

[0241] Las células se lisan en tampon de lisis (NP-40 al 1%, EDTA 1mM, NaCl 200mM, Tris HCI 50 mM, pH 8,0,
DMSF 2 mM, NazVO4 2,5 mM) y se inmunoprecipitan con un suero policlonal de conjejo anti-HTK humano, producido
como sigue. Los anticuerpos policlonales se generaron en conejos New Zealand White contra la proteina de fusion
receptor Htk-Fc soluble descrita en Bennet y col., supra. Se emulsionan 4 pg de la proteina en 100 ul de PBS con
100 pl de adyuvante de Freund (adyuvante completo para la primera inyeccion e incompleto para todas las demas).
Para la inmunizacion primaria y la primera inyeccion, la proteina se inyecta directamente en los nodos linfaticos
popliteos Sigel y col., Methods Enzymol. 93:3-12 [1983]. Para las inyecciones posteriores, la proteina se inyecta por
via subcutanea e intramuscular. Cada 3 semanas se administran 1,3 ug de proteina/Kg de peso corporal y se realiza
el sangrado al cabo de una y 2 semanas tras cada administracion. La especificidad del anticuerpo se demuestra
mediante analisis de citometria de flujo de las celulas NIH3T3 transfectadas con el receptor Htk completo o con el
vector vacio usando una dilucion 1:200 del suero preinmune o suero contra el receptor Htk-IgG Fc.

[0242] Las células inmunoprecipitadas se analizan mediante geles SDS-PAGE de gradiente entre el 4-12%. A
continuacion, los geles se transfieren a filtros de nitrocelulosa y la membrana se hibrida y revela con el anticuerpo
antifosfotirosina 4G10 (UBI, Lake Placid, New York). Tanto en las células COS-7 transfectadas con el clon #7, como
en las SVA0OMES 13 el anticuerpo IC2-C2 induce la autofosforilacion del receptor Htk tras la coincubacion,
confirmando que el ligando de Htk estimula la fosforilacion de Htk y que el clon #7 codifica para el ligando de Htk.

EJEMPLO 5

Clonaje del ligando de Htk humano

[0243] Con el objetivo de clonar el ligando de Htk humano, se prepara una libreria de cDNA de cerebro fetal humano
mediante técnicas descritos en general en Sambrook y col,. supra,. Una libreria de pulmén fetal humano se adquiere
en Clonetch (Palo Alto, CA). Estas librerias se analizan con un fragmento del extremo 5' del cDNA de ratén como
sonda (es decir, residuos del 515 al 2.312 de las Figuras 1A-B) usando técnicas descritas en Sambrook y col.,supra.
Se observa que la secuencia humana completa del ligando del Htk esta presente en un solo clon aislado de la
libreria fetal de cerebro humano. El plasmido que contiene la secuencia nucleica que codifica el ligando de Htk
humano se ha depositado en el American Type Culture Collection (ATCC) el 24 de Junio de 1994 bajo el n° de
acceso 75.820. La secuencia nucleotidica y aminoacidica del ligando de Htk humano se muestra en la Figura 2. La
secuencia codifica para una proteina que presenta un peso molecular predicho de 34 kD tras el corte del péptido
sefial. Los ligandos humanos y de raton muestran una identidad de un 96% en la secuencia aminoacidica,
demostrando un nivel elevado de conservacion entre especies. Esto concuerda con la homologia entre el receptor
Htk humano y su homdlogo murino, myk-1 que son idénticos en un 91% a nivel de secuencia aminoacidica.

Depositos
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[0244] Los siguientes cultivos se han depositado en la American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive,
Rockville, MD, USA (ATCC):

Hibridoma N° ATCC Fecha de depésito
Anti-HpTK5 HB 11.583 15-Marzo-1994
Plasmido del ligando de Htk humano ATCC 75.820 24-Junio-1994

[0245] Estos depdsitos se realizaron segun las indicaciones del tratado de Budapest sobre el Reconocimiento
Internacional del Depdsito de Microorganismos a los fines de Procedimiento en Materia de Patentes y sus
Regulaciones (Tratado de Budapest). Este asegura el mantenimiento de cultivos viables durante 30 afios a partir de
la fecha de depdsito. Los depdsitos estaran disponibles por la ATCC bajo los términos del Tratado de Budapest, y
sujetos al acuerdo entre Genentech y ATCC, lo que asegura una disponibilidad de los cultivos para el publico
permanente y no restringida tras la expedicion de la patente americana pertinente o tras poner al descubierto
publicamente cualquier solicitud de patente americana o extranjera, cualquiera que sea la primera, y asegura la
disponibilidad de los cultivos a aquel que determine el Comisionado de Patentes y Marcas Registradas Americana
U.S. para ser autorizado a ello de acuerdo con la ley de patentes 35 USC § 122 y las normas del Comisionado que
lo regulan (incluyendo 37 CFR§1.14 con particular referencia a 886 OG 638).

[0246] El cesionario de la presente invencion consiente que los cultivos sean reemplazados sin demora bajo
notificacion con un especimen viable del mismo cultivo si dichos cultivos murieran o se perdieran o destruyeran
cuando se cultiven en condiciones adecuadas. La disponibilidad de las cepas depositadas no debe interpretarse
como una licencia para practicar la invencion contraviniendo los derechos otorgados bajo la autoridad de cualquier
gobierno de acuerdo con las normas de la patente.

LISTADO DE SECUENCIAS

[0247]
(1) INFORMACION GENERAL
(i)SOLICITANTE: Genentech, Inc
(i) TITULO DE LA INVENCION: LIGANDO DE HTK
(ii)NUMERO DE SECUENCIAS:7
(iv) DIRECCION DE CORRESPONDENCIA:
(A)DESTINATARIO: Genentech, Inc.
(B)CALLE: 460 Point Sant Bruno Blvd.
(C)CIUDAD:South San Francisco.
(D)ESTADO: California
(E)PAIS: USA
(F)CODIGO POSTAL: 94080
(v)JFORMATO INFORMATICO LEGIBLE:
(A)TIPO MEDIO:5,25 pulgadas, disquetera de 360 Kb
(B)ORDENADOR: Compatible IBM PC
(C)SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D)PROGRAMA: patin (Genentech).
(vi)FECHA DE SOLICITUD ACTUAL:
(A)NUMERO DE SOLICITUD:
(B)FECHA DE SOLICITUD:
(C)CLASIFICACION:
(vii)FECHA PREVIA DE SOLICITUD:
(A)NUMERO DE SOLICITUD:
(B)FECHA DE SOLICITUD:
(viii) ABOGADO/AGENTE DE PATENTES:
(A)NOMBRE: Lee, Wendy M.
(B)NUMERO DE REGISTRO: 00.000
(C)NUMERO DE REFERENCIA/SUMARIO: 902PCT
(ix) INFORMACION DE TELECOMUNICACION :
(A)TELEFONO: 415/225-1994
(B)FAX: 415/952-9881
(C)TELEX: 910/371-7168.
(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA SEC ID NO:1
()CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
(A) LONGITUD: 4342 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA SEC ID NO:1
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COCACGEETC CGOGOGCECT GAGGGACGCG CAGEETGEAGC GCACCTGECC 50
TCGGOGACCE CGGGAGCESC GOGEOGTETC CGOCCOCGGAG GATTGGGGGT 100
CECTGEOCCEC GEOOEETCCT ARCGOGTCOL GGAGTECGCR GARCTGEERG 150

CGGCTTEEEC ATGECCATGG CCCEGTCCAG GAGGGACTCT GTGTGGRARGT 200

36



ACTUTTUGFG

ATAGTTTTRG

CGGACARGGD

TTTGCCCTAR

GTTTRATATEE

GRATRCCCCG

CCATCARGTT

CCTGEEATARC

TCATGRARAGT

GETCCRACHRA

TTCECAGHGR,

TTTGETEETG

BACATTTACT

TCECRECTTE

ES 2264 127 TS5

ACTTTTIGATG

AGCCTATCTA

CTGETRCETAT

AETEEACTET

TTEATAAAGRA

ATTACTACAT

TEERCARRGEAT

GREGTCCMER

COCTTTGTGA

GCRATTCCEEE

TCGCATCAGE

GRCCRCGCTE

AGCETCTTCT

GETETACATC

ACARGETCTG

TTETTEEECR

GTTTTETEER

CTEERATTCC

ACCCACAGAT

TATATCTRCA

GGETET GOCA

GCAAGTTCTG

GCTRGARGCT

AGCCRAATCC

ATGCATCATC

AGTRCCGCAG

TCTCTCAGCA

GEAGCCCAGT

GCCCGCRACTR

GTGOAGERAGR

AGGCCTGRGR

COCAGEGRCT

37

GRARETGEERT STECAGRICE

TCERACTCCA AATTTCTRACC

AGGRGRCARA. TTGGATATTA

GOCAGTATEA ATATTATARR

AGRTGCACAR TTAAGRAGCER

AGACCAAGAT GTGARATTCA

TCTEEEETCT AGRATTITCRG

TCARATEEET CITTGERGGS

GRACARGRGCEC ATGRAGATCC

CTGGEATCAGE CAGGAATCAC

GOTACAARTGE GORCRARTTC

AGETTCTRAGE ACCGATGECR

TEEETTCOGA AGTGGCCTTA

TTCRATCGTCA TCRATCATCAC

GRAGACACCES RARCACTCIC

CACTGGCCAC GCCCAAGDGER

GACGTTATCA TACCACTRAG

TGCCCCCRACR GAGTCCTGEC

CCTGCGOCTC CCRRGGGARLD

GECTEREECT GECTETEEEE

auld

300

as0

00

450

00

550

&00

630

700

TEN

800

as0

200

850

1000

1050

1100

1150

1200

1250



GOTTTTCCGR COCTSEEEAL

CTRGERGATC CCCRCTTGGEA

ATGCACCCRG CTATCTCAGHS

CCCTGCOTCE ACGTITCCTG

CGEETTCAGT AAGGETTTTCR

CACTCACTCR CTCACTCOCTT

RAGRCCCOTCR CTCCRCGTAC

COCAGCTCON CCCTTTRCAC

GARGARCCCT GCTTGCCTGEE

TEEAGEAGTSE RAGERGETGCT

GECCCTGERG CRATRAGTAGES

TTTTCTGAGR GEACAGRGRAT

GGEAGCCTTT CACTACCACR

CTECTOCO00 GIAGIANGES

CREAGGEAGA GEFIAGECCT

GTACTGEARA TARAARMGCGES

TTGGGREATE TTTTAAGCRG

ARARRCACRG GEARRGCATT

TRGARGTTGA RARICCAARG

ES 2264 127 T5

GCCTGEATCT

CRACAGRECCT

CTECCECGED

CTCTECRGAG

TCTTAGGAGA

RAGATCTCTA

CTCTTEICRG

TECATCATTA

GEITGCCRLG

CRGCTATGCRA

GECATTETTE

CCEETEARET

ASCETAGAGT

RCTCRGCTGC

CCOCGERAGE

CCCRCOGCGER

CCOGEEERGE

AGFFTTGECECA

TEEACTTATE

GTETTTRETE

CEEFEALACTC

TTAGATGGEIT

AGCCHGGRAG

GEAGETCAMG

GARATAGATA

TGACTGRCTE

TATATTRCCR

AGSTTATTGS RAGANTTCTCA TTAGSAARSSE CRGGTCRGAT

38

GTRGTCTGTA

CCTCOARGDC

ACACGETAGS

CCRGECOGEC

ACTTGEACCT

ACCACRGARODT

ATTAGGTRCA

CGCRAGATGTG

ATGCTTTGET

ARRARGTCCCT

ARACTECAGRG

TCCETCTEET

ATCACCACTG

TCCCCAGEDC

1300

1350

1400

1450

L300

1550

1630

1730

1730

1800

1850

1300

1330

2000

2050

2100

2150

2200

22850

2300

2350



CCATRARAGTGE

GGTTTATESC

CARRGCARRG

AGTTRTGCCG

TATRGARCRC

ARGRTTRCRC

GETCETHETG

ATCCATARTG

GEENERNEEET

COCGEETTAS

TTITTCCCTTS

TCCCTGOCCT

GATTATTOCC

GTGTETETAT

ATATATCTCC

ES 2264 127 TS5

CCCTTCCCCC TOCCTGATTG
CETECTGETOE GHECTCCARG
CACACATGGS CCACCTCTITR
CGGRAGGRAR GGCGRAGRTA
PAGGGATATA AAATGARRAGA
RCARTRCACR CCAGRAGACG

GTEETGATTA ARGTGACCCT

AGRGCRAAATSG GCAAARATAR

ACRATGATRA ARTGOSCTGG
CCTTATEESS TGRAAGTGTTC
TITCCAGTTTA ACTGTGEETC
TCCAGAGRAT ARCAGGAMGC
CRARRGRGRC ATCTTTARCR

TCTEARTTGE GRGGRAATAR

TACTTCTCAR ACCTGARAAT
GAGTGESTET STESFTRCATG
AGTRTATATT ATRTATRTCT

CARTCRRCTG CAGTACATRT

AGCCTTRCRC

GCAGTACCCE

GERCATRTTT

TTTTTARCTRR

TGERAGTTCGE

AGCECTTRGT

* GETROCRARTAS

CACGETLCTG

CCTTTATTIT

TTTAGRATTT

CCTCCTCOTC

GTTGSTTTTT

GGCTCCATGT

GATGEARGTR

RTRATRGETG

TATATRTITT

TGETEITEET

CRAERIRAFET

CGEEARTCTE

CTGAGOOTED

CTGTETTRGG

TCCTRCCCCR

AL LA

GAGTECTETT

GATGTTEETT

TETGTACATR

ATATCATATIT

GTRAGTTCTIT

39

IR Y E YT ]

ACTATGGTAR

GACAGCATIT

TTGTCACAGR

CEATGTGIGT

TRTETATRRT

CCATCRECCT

2400

2450

2500

2550

2600

2650

2700

2750

2800

2050

2800

2830

3000

Q30

3100

3150

3200

3250

3300

3350

3400



ARCCTCTCCT

PAATTCTRAZEE

TTTARTGRAR

TGECTRRACTE

ARACCCATTGER

TERCAATCTR

GTTRCTGTAR

GRGCTTGCAC

CTTRCCGTCT

TGTRACATAGR

TRTRRAATCT

GTCATCCCCT

ARATTTCETTE

ATRTTTTITTS

TCTSCTTTAG

ATATTITTTT

ES 2264 127 TS5

FOGCATTCAC

FERAGARGEGAT

TCRRATGTCT

TERRAGRATCG

GRARGTGTECT

CCRRACTGETCC

ATGCCTTGEET

CATCGTGETTT

ATEERTTCEE

CRATERARRLCE

GCRATGTITGG

ERETTTTGOL

TTIGTTTTAT

TTCCACATGA

RCETCTSTTT

ACARGRGTIT

GRGECEEEFEA

GTGTCATCGG

GATGAATTGA

GTGEETCTGET

CCTTATTTGE

TSTATTATCR

TRAGTGAAGR

GTETTACRGT

RAGARCAGTARAT

TTTTTTATRRA

ETETRATTTRE

ATGRGGAARR,

GCCGTAATTR

RAGTRRCRCR,

TTTARTRAGCC

CAGTTRAGCC

CTTETRRAGCC

GRCATGGGAR

TTGECTACGT

TGEARGAGTTG

TTTETGEICTG

AGTTGETTCA

TCCCTRGTCA

CGCTGETRARRAT

AGCCTTATTC

AGTCTRAGCR

CTROCAGCTTT

ARRARRGETR

TGTACCRTGR

GTATTRTGET

CCAGRARTGEA

CCTATGGRRAR ARRRRAAARAD ARGFFLGECC

40

ATCAARRGTT

ACCGTCTGRAT

TTTGETTCTR

AGTTRACCTGC

GTECRAGARAR

GCTTTGERRR

CCTEACTTCE

AGRTGETTITG

TRACEEFCAGRT

TRRRAGETTG

ATRTTTIATTT

TERETTATAA

GRTCCGRGCTA

RAAAAATAMA

GC 4342

3450

3300

3550

JE00

3650

3700

3750

3800

3850

3300

3950

4000

4050

4100

4150

4200

4250

4300
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(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA SEC ID NO:2 ())CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
(A) LONGITUD: 336 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacidica
(D) TOPOLOGIA: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA SEC ID NO:2

41
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Met Ala Met Ala Arg Ser Arg Arg Asp Ser Val Trp Lys Ty: Cys
Trp Gly Leu Leug Mat Val Leu €ys hrg Thr Ala Ile Ser Arg Ser
20 25 L]
Ile Val Leu Glu Pro Ile Tyr Trp Rsn Ser Ser Asn Ser Lyvs Fhe
Leu Fro Gly Gln Gly Leu Val Leu Tyr Pre Gla Ile Gly Rsp Lys
50 35 &0

Lau Asp Ile Ile Cys Pro Lys Val Asp Ser Lys Thr Vval &8ly &ln
65 70 7%

Tyr Glu Tyr Tyr Lys Val Tyr Met Val Asp Lys hsp Gln Ala Asp
BD BS5 :1+]

Arg Cys Thr Ile Lys Lys Glu ARsn Thr Pro Leu Lew hsn Cys Ala
595 100 105

Rrg Pro Rsp Gln Asp Val Lys Phe Thr Ile Lys Phe Gln Glu Phe
114 115 120

Ser Pre Asn Leu Trp Gly Leu Glu Phe Gln Lys Rsn Lys Asp Tyr
125 130 138

Tyr Ile Ile Ser Thr Ser Rsn Gly Ser Leu Glu Gly Leu Asp Rhen
140 145 150

Gln Glu Gly Gly Val Cys Gln The Arg Ala Met Lys Ile Leu Met
155 160 163

Lys Val Gly Gln Asp Ala Ser Ser Ala Gly Ser Ala Arg Asn His
170 17% 184

Gly Fro Thr RArg Arg Pro Glu Leu Glu Ala Gly Thr Rsn Gly Arg
185 190 185

Ser Sef Thr The Sef Peo Phe Val Lys Fro Asn Pro Gly Ser Ser
200 205 210

Thr Asp Gly ARsn Ser Ala Gly His Ser Gly Asn Asn Leu Leu Gly
21% 220 225

Ser Glu Val Ala Leu Phe Ala Gly Ile Ala Ser Gly Cys Ile Ile
230 233 &40

Phe Ile Val Ile Ile Ile Thr Leouw Yal Val Leu Leu Leu Lya Tyr
245 250 255

Arg Arg Arg His Arg Lys His Ser Fro Glm His Thr Thr Thr Leu
260 265 270

Ser Leu Ser Thr Leu Rle Thr Pro Lys Arg Gly GLy Asn Asn Asn
275 280 285

Gly Ser Glu Pre Ser Asp Val Ile Ile Pro Leu RAfg Thr Ala Asp
230 258 300

Ser Val Phe Cys Pro His Tyr Glu Lys Val Ser Gly Asp Tyr Gly
ans 1o 15

42
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20
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His Pre Val Tyr Ile val Gln Glu Met Pro Pro Gln Ser Fro Ala
320 325 330

Asn Ile Tyr Tyr Lys Val
335 336

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA SEC ID NO:3
()CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
(A) LONGITUD: 1953 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA SEC ID NO:3
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CTCEAGECEC

COETETGEAR

ATTTCCRAART

CARATTTCTR

AATTGEATAT

GAATATTATR

TATTARGAAG

ATRTEARATT

CCATGAAGAT

TEERAGRALET

CTATCATCRTC

GTACTGLT GG

CGATAGTTTT

CCTGEACRAG

TATTTGCCCC

AAGTTTATAT

GARRATAGCE

CACCATCAAG

GECCTGEATAR

CCTCATGRRAA

AAGATCCRALC

TCGRCRACARRA

TRTTTGCRGE

RCGCTGETGE

ES 2264 127 TS5

GTEECTTCGC

GETGTTTTGA

AGRGCCTATC

RAARGTEERACT

GETTEATARR

TTTCARGART

AGATTATTAC

ARGACETCCR

GTCCCTTTST

CRATGGCTGETG

TEETTTTRTG

TATTGGAATT

ATRCCCACAG

CTRARRCTGET

GACCARGCAG

CTGTGCCRRR

TCRECCCTRA

ATTATATCTA

REEEETETEE

GARACTRGARG

GGACATTCGG GERAACRACAT

GATTGCTTCR

TCCTETTGEET

GEATGECATCR

GAAGTACCGEE

44

AGRRAGGGALT

CRAGRACTGCG

CCTCGARCTC

ATAGGAGRCR

TGGOCAGTAT

ACAGRTGCAC

CCRAGRCCRRAG

CCTCTGGGET

CCTCEETTCC

TCTTCATCGT

50

100

150

200

250

300

50

400

450

500

550

600

E50

Jo00

750

800
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CATCCCGECTA

TCAGCGEEGEGEA.

CCTATeITTT

TTGAGAGCCC

T
GEGARCRITCC

TTGTAGCATT
cc

4

CCTCERAGCC

8

AGRCAGTGHT

ASEATEECALS

3 4

&

BECTCTOCAR

2

TASCRACAGCA
(==

GOAGCGGLRR,

AGORCTECGE

CTRACGEECAC

CGRACRTTTA

CCCAGRGART

GCGTEETGER

TCCTCEERRG

CEEOCTTGET

ATGTGCTGCG

TTGTGGRCGR

COGERCTTOT

ATGTCTGGAG

GEETARTCCGE

GGCTGGGGRR.
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ACAGCGTCTT
COGETETRCA
CTRCARGGTC

ACCTARTGTE

CEEACTEOTE
GTCACTCAGG
GRGGGECTETE

GCCGECTTCT

GRGACCTCCR
TCCCCTCCTT
TTCATAGARR
CTETCTGOGR

RGEECTGECT

TETCGCTCRG

TCRAGAGCOCDR

CTGLCCTORC

TOGTCCRAGERA

GOTGEEROPGE

GCTCCCTGEA

TEECEOETCL

CCTCTGCAGR

AGCATCCTGE

GCCTIGEEETG

TCGGECTAGT

TCOACTCGTTO

CTCCACATCT

CAGCCGCTGE

TTGTGTTTGE

GCRATTGERG

GTGRCATTAT

TACGAGRRGS

GATGCCCCCE

CCTGETEETA

CCTTRRGRAT

CCGEEFFERGA

TTACCTRGTE

CACETETCCT

TGTTACOCAG

GCATCACTCR

RRCAGRARGT TGGARRGGAA ARARGRARAR RAGCARTTRGG

CTTTGETTTT GCTGRAGATOG ARGRGSOCHE TRGGRERCHC

ARGEGERETGE GGLTGGGGEAA AGGECTGECT GCRAATTGEIRG CTCACTGCTG 1800

CTGCCTCTGA ARCRERARGT TGGARRGERR AARAGAARAR AGCAATTRGG 1850

TAGCACAGCA CTTTGGTTTT GCTGAGATOG AAGRGEOCRG TRGGRERCMC 1800

45

850

00

as0

Looo

1050

1100

1150

1200

1250

1300

1350

1400

1450

1500

1550

1600

1650

1700

1750

LB00

1830

1500
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GACAGCACAC ACAGTGEATT CCAGTGCATG GEEAGEOGGT CGACGAGCTC 1950

GAG 1953

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA SEC ID NO:4
()CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA

(A) LONGITUD: 333 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacidica

(D) TOPOLOGIA: lineal
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA SEC ID NO:4
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Gln

Ile

Tyr

Ile

Gln

Gln

Rrg

Thr

Asn

Ala

Ria

Met

Fro

Gly

Cys=

Lys

Lys

Asp

Trp

Thr

Val

Asp

RArg

Ser

Ser

Leu

Val

Val

Ile

Leauw

Pro

val

Lys

Ile

Gly

Ser

Cys

Ala

Fro

Fro

Ala

Fhe

Arg

TYE

val

Lys

Tyr

Glu

Lys

Lau

Asn

Gln

Ser

Glu

Phe

Gly

i

Cys
20

Tip
35

Leu
50

Val
&5

Met
80

Rsn
85

Fhe
110

Glu
125

Gly
140

Thr
155

ser
170

Leu
185

val
200

His
218

Gly
230

ES 2264 127 TS5

§

hrg

TyE

Asp

Val

Thr

Thr

Phe

Ser

ALg

Ala

Glu

Lys

Ser

Ila

Ser

Thr

Ser

Fro

Sexr

Bro

Ile

Gln

Leu

Ala

Gly

ARla

EFro

Gly

Ala

Val

ARla

Ser

Gln

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

Glu

Met

Ser

Gly

Asn

Asn

Ser

Trp

Ile

Ramn

Ile

Thr

h3p

Fhe

Asn

Gly

Lys

Thr

Thr

Fra

Asn

Gly

47

Lys
10

Ser
25

Ser
40

Gly
55

val
70

Gln
BS

h=n
100

Gln
115

Lys
130

Leu
145

Ile
160

Arg
175
190

Gly
205

Ile
220

Cys
235

TyE

Lys

Lys

Asp

Gly

Ala

Cys=

Glu

Rsp

Leu

Gly

Jer

Leu

Ile

Cys

Ser

Fhe

Lys

Gln

Asp

Ala

Fhe

Tyr

RSN

Het

Lys

Ser

Gly

Lle

Trp

Ile

Leu

Lau

TYE

Lys

3ar

Ty

Gln

Lys

Asp

Ser

Thr

Secr

Gly

val

Fro

Asp

Elu

Cys=

Fro

Fro

Ile

Glu

Val

Fro

ser

Asp

Glu

Ile

Val
15

Leu
an

Gly
45

Ile
[1+]

TYE
75

Thr
a0
105

ABn
120

Ile
135

&ly
150

Gly
165

Tht
180

The
1535

51y
210

Val
225

Val
240
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15

20

25

30

35

40

Ile Ile

His Arg

Thr Leu

Pro Ser

Cys Fro

Tyr Ile

Tyr Lys

Ile

Lys

Ala

Asp

His

val

val
333

Thr

His

Thr

Ile

TyE

Gln

Leu
245

Ser
260

Pro
275

Ile
290

Glu
305

Glu
320

ES 2264 127 TS5

Val

Pro

Lys

Ile

Lys

Het

val Leu Leu Leu Lys Tyr

2350

Eln His Thr Thr
265

Arg Ser Gly Asn
280

Pro Leu Arg The
298

val Ser Gly Rsp
310

Pro Pre Gln Serc
323

Thr Lew

AsSn Asn

Ala Rsp

TyrE Gly

Fro Ala

(2) NFORMACIO[\I PARA LA SECUENCIA SEC ID NO:5
i)CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA

B) TIPO: &cido nucleico
C) TIPO DE CADENA: sencilla

I
(
(A) LONGITUD: 3969 bases
(
(

(D) TOPOLOGIA: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA SEC ID NO:5
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Arg

Ser

aly

Ser Val

His

Asn

Pra

Ile

Arg
255

Ser

270

Glu
285

Fhe
00

Val
315

Tyr
330
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TOEEOETCCH CCOCGOOCAGE GRGHGTCAGH CCTGGREGGES CRAGGECCCOT 50

CORRAACTCAG TTCGGATCCT ACCCGAGTGA GECGECGCCA TESASCTCCS 100
GETGCTECTE TGCTGGECTT CGTTGGCCGC AGCTTTGGAA GAGACCCTGC 150
TGAACACAARA ATTGEAAACT GCTEATCTGA AGTGEGTGAC ATTCCCTCAG 200
GTEGACEEGEC ACTGGOAGER ACTGEAGCGEC CTGGATGAGG ARCRECACAS 250
CSTEOGCALE TRACGAAGTST GTEACSTECA GUOTGOCCCE GEOCRAGGICC 300
ACTGGCTTCOE CACAGGTTGE GTCCCRCGEE GGGGCGCCGT CCADGTETAC 350
GOCACGECTGE GCTTCACCAT GCTCGRASTEC CTGTCCCTGE CTOSGECTEGE 400
GoGCTOCTEC ARGEAGACCT TCACCOTCTT CTACTATGRE RGOGATEOSE 450
ACHKCGECCAC GSCCCTCRCG CCAGCCTGER TGGRGRRCCC CTACARTCRRG 500

GTEGACACGE TEGOOGCGEA GCATCSTCACC CGGAAGCGCC CTGEGECCGA 550

49



GECCACCEEE
RAGECTEEETT
CTATCCCTGC
GACTCSATTIC
GTAGCTGCGT
TRCTGCCETG
CTGIGCTCCE
SUELTALEE
TGCOCRGCCR
COECGTCGEE
CCACCCOTCD
TCCCTEOIACT
ECTCFE:EAG

CECCCTGCGE

TCTGACKTOC

GGETETTCCD

ToAGARAMCE

ES 2264 127 TS5

ARGETGRATG

CTACCTEGCC

ACCTCTTCTA

GGTGGATGCD

AGERTEECCR

GGGTTCGAGS

CACCTTARE

ATRGLCRLTC

TACTTCCGGEG

TTCEECTCCE

TEEAATEEALR

GEGRGEACCTE

TEETGETTCE

GCATTGRACE

TGETCRAATGETC

GEETGAROGCE

CEEECADCCA

GRECGCOGAE

CREECGOGECT

TCAAGACECT

TTCCRAGERCT

CARARRGTGC

TECCTCGGGER

GTCCCCGHOCT

GTGEECCERM

CRGCTEAGSE

CCCCTETLAR

TRACRCCRTT

CACGCACRGR,

CEEAGCETEE

TECOOOCCTE

AGGECTRCET

GEETRTCCTC

GTCCTTRCCC

GETCOCRGER

GCGGEEACTE

CTEAGGICGE

GCGTCTGEER

RAGEFTEFOCTE

GCOCRAGCTGR

GCTGOTTETG

CTGGCCCCRG

GAGRRGEETE

GEATCAGCCE

COOCCEEEET

TITTCCOGCCT

GAGTCTGETG

COGACCCGER

COLOGLoCCRG

CCTGASTTCR

GRGAGGTACC

GCTGERCTRC

ARGCEEEERG

CTACEGEOCT

50

CCECTCAGCA

CATGGCOCCTG

CTGTERACCT

CCOGTGEOCG

CCCCAGCCTC

COGGCTGEORG

TECCGRGCCT

CTECCAGCCA,

TCTGCCAGTE

GCACOCTECR

GARCGEICTOD

GLCGAGRGER

GGCTCCTETS

GERCCTEETG

CCTATRLCTT

GEEOCCETCC

TCCTGCRGTS

CCTERALRCGE

CCAGCTRECT

600

B50

T00

750

800

aso

FJ00

L1

1000

1050

1100

1150

1200

1250

L300

1350

1400

1450

1500

1550

1800

1650



CTGECCCTGR

GGETCATTGTO

AAGCRGAATA

CCCGTCATGR

CCTGEOGECTR

TOCEFFGCRT

CEECTECCCT

GEACTGTTEG

ES 2264 127 T5

TTGCHEECAT

GTCRCRGTTC

TTCEGRCARR

TCGROCCCTT

ARAGRGATCG

TEAGTTTGEEC

AGAGCTETET

CEGRCGTERGT

CAATATCRTC

TTCTCACRGR

ARCGACGEAD

CROCTOGGED

ATTGTGEATET

GRGCRATCAG

CEOCCOCARR

CTGGEATGAGA

GGECAGTCETG

TCTGOCTCRG

CACGGACAGT

CACTTATGRRA

ATETCTCCTA

GRGGTETECC

GECAATCRAG

TTCTGARECER

CECCTEEAGE

GTTCATGGAG

AGTTCRERET

ATGCEEFTALC

CAACATCCTA

TTTCOCGATT

CTGGERGEAR

CCOARMATTC

GACGTGATCA

CTGETCCCROC

BGARTGCOCG

GLGAGEECTS

GGTGETGETCC

GRAGIRGRGC

GRACCCTARTG

CETCARGRTT

GLETEETCRE

ARCGRCGEOCC

CATCCRAGETC

TTGCCGAGRT

GTCARCAGCTA

CCTEFGRGERG

AGATTCCCRT

GTCATTITGGEE

ATGCCATTGR

TCOCTOCRCE

GOCCCGCTTC

51

TGETCCTEET

AATGGEAERE

RCATGGETRCT

RAGGECTETERG

GRAGAGETGA

CRARGGCOCCR

GTGGCTACAC

TSEACTCCTT

GTGEECATGE

COGATGEACT

GTEATOOCTE

GAGRGGICGT

RAECTCRTGET

COCCAGGTGE

1700

1750

1800

1850

1800

1850

2000

2050

2100

2150

2200

2250

Z300

2330

2400

2450

2300

2550

2600

2650

2700
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TCAGCEICCT

GCOCGEEAGER

TCRCTACTCR

TEEEARGATRA

GELGEGRCAC

RAEFCCRRGDC

TEACCT IS

CCRECTCCRG

GCCCAGTGRT

TCOCRCATCE
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ATGEECEEEEE

GCITTTEEET

CERAGARRRACT

RAGATCTCTED

FEGARCCCCG

EAACTUCCCR

COGTEFETG

CCATRATAGG

CORRGEETER

GGRAGTGCCC

GGETEEETTC

AGTGGEIGEG

AARATCATTS

TTITTGTITTC

TEERGGERAC

SECCRTERTE

CEGERECECE

ATCCGERACC

CTGETGEECGEA

TTCGCAGCCE

TERGEARICTE

TCTTEECCRE

GOTGFERCAG

CCCA AL

AGGCCOCCRG

AGGEEAAART

GEECGOITIT

ARCATCTCCOC

52

COGCCRECCT

CTCCTGGRIC

GTEECTTCGGE

CTGEITITGE

CTCCGAATCG

TGTCCRAGORT

GAGERCCGGE

ACCECCTCOC

CCCTETGoCD

AATTTEEAGER

CACCCOCCAG

CCCTCRAGGAC

AGCCTCOCCCR

ATGGCCTCCT

CAARATCGETG

AGCEEHIRGOC

ERSTCACTCT

ATGRRGTCCC

COCGLAGTRG

CATTTTUCE:

CCACCTCGEE

TEEETETERE

GGTEDCCOCC

CTGETETERS

COCCAGITEE

GCCTTEETCA

CCRRGCTGTG TCCTRTGAAG

2750

2800

2850

2500

2950

3oon

3030

3100

3150

3200

3250

3300

3350

J400

3450

500

3550

600

3630

a7a0

1750

3800
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GGETGTEEGE TGAGGTAGTG ARARGHECGE TRGTTGGTEE TGGRACCCAG 3830
RARCGEACGC CGGTECTTEG AGGGGTTCTT AARTTATATT TARARARGTA 3300
ACTTTTTGTA TARATRARAAG ARRATGHGEAC GTGTOCCAGC TCCRAGEEGETA 3950

AARRARRARA ARRRRRRAAA 3060

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA SEC ID NO:6
()CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA

(A) LONGITUD: 987 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacidica

(D) TOPOLOGIA: lineal
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA SEC ID NO:6
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Het

Lys

Ser

Cys

Gly

Ile

Pro

Lys

Glu

Glu

Trp

Gly

Tep

Fhe

oya

Ths

Lys

Gly

Gly

Gly

cys

Leu

Glu

Yal

Leu

Val

Val

Thz

Lya

Ala

Val

Ala

Fro

Rla

Rla

Thr

The

Gln

Fre

Met

Glu

The

Glu

Lieu

Cys

Gln

Val
Leu
20

Phe
as

Glu
50

Arg
65

Arg
a0
95

Thr
110

Ala
125

Thr
140

Ala
155

Ser
170

Met
185

200

Leu

Fro

Glu

Ala

Arg

Glu

Fhe

Leu

Val

The

Lys

Ala

Thr
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Leu

Gln

Sl

Fro

Gly

Cys

Thr

Thr

Rla

GLly

val

Cys

The

Val

His

GLY

Ala

Yal

Pro

Ala

Lys

Gly

Asn

Trp

Lys

Asp

ser

Gln

val

Ser

Val

Phe

aesr

Ala
10

Leu
25

Gly
40
Val
55

Ala
70
His
85

Leu
100

Ty:
118

Tzp
130

His
145

Asn
160

TyE
175

Leu
180

Thr
205

54

Ser

Glu

Gln

ALg

His

val

Pro

Ty

Met

Leu

val

Lau

His

Axg

Thr

Tzp

Thz

TP

Ty

Azg

Glu

Glu

The

Lys

Ala

Leuw

Ala Ala RAla

Ala

Glu

TYE

Ala

Ala

Ger

Asn

Arg

The

Fhe

Fhe

Fro

Asp

Glu

Glu

The

15

Leu
30

Leu
45

Val
€0

The
15

0

Gly Rrg

Fro

Lys

Gln

Tyr

Glu

105

Ala
120

Ty:
135

Arg
150

Aty
165
180

Lys
185

The
210



wal

Glu

Ala

Cys

Gln

Val

Val

Pro

Cya

val

val

Fra

Ser

Gly

Ser

Pro

Ala

Rsp

Pro

Ala

Prao

cys

Gly

ESer

Lau

Azg

_Leu

Val

The

Val

Lew

Tyr

val

Lau

Flu

Arg

Val

Gly

Gy

Gln

Cys

Eln

Ala

Glu

Glu

Thr

val

Rla

Glu

Ser

Ala

=lu

Arg

Lys

Ala

Glu

Pra

Gln

Fha

Gly

Pra

cys

Pro

Leu

Cya

Phe

Azg

Loty

Pro

Asp

Trp

Val

Pha

Gly

Leu
218

Rla
230

Trp
245

Glu
260

The
275

Rla
230

hrg
305

Cys
320

Asn
335

a50

365

As=p
3@0

Gly
385
410

Val
425

1le
440
4535

Lys
470

Leu
485

Gly
500

Tyr
51%
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Val

Pro

Ala

Ala

Pha

REn

val

Thr

Gly

Gly

Fro

Pro

Leu

Gly

Asn

Val

Tyr

Lya

Ala

Gly

val

&ly

Glu

Ala

Lys

Sar

Gly

The

Ser

Arg

Gly

Gly

Arg

Val

Val

Val

Fro

His

Thr

Pra

Pro

Fro

Gln

Glu

Pra

His

Tyr

Pro

ser

Glu

Gly

Era

Fro

i

;

Glu

Ser

Tyr

Fh&

val

Ser

Pro

Gly

Leu

Ser

Ehe

Pro

Leu

dar

Mg

Asp

Far

Lys

Glu

Leu

Gly

55

Ala
220

Pra
233

val
250

Fih
265

Sar
280

ASn
2985

hrg
310

Bar
32%

His
340

Leu
355

Cya
370

A=p
385

Fhe
400

Leu
413
430

Ser
445

Pro
460

aLy
475
480

val
505

Gln
520

Gly

Ser

Thr

The

Ely

The

Ala

Rla

Leu

Thr

Als

Leu

Thr

Ala

Arg

Ser

Eer

Rla

Arg

Gln

Glu

Ser Cys

Val

val
225

Leu Tyr Cys Arg

Gly Cys

Lya Sy

Glu Gly

Ile Gly

Rhrg The

Pre Arg

Glu Trp

Tyr Ala

Fro Cya

Val Glu

Tyr Thr

Thr Gly

Glu Val

Pro Ser

Gly Ala

Glu ALy

Ala Glu

Sar

hEg

Ser

Ser

Ser

Ser

Leu

Pro

Fhe

Pro

Pro

Ser

Val

BFro

Lau

val Arg Ala

Hia His

Sar

240

Cys
235

Ala
270

Cys
285

Rla
ano

Pro
ERE]

Val
330

Ala
345

Arg
360

Gly
s

Trp
330

Glu
405

val
420

Pro
435

Leu
450

Leu
463

Bex
480

Arg
435

Rrg
210

Gln
525
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The Gln Leu Asp Glu Ser Glu Gly TZp Arg Glu Gln Leu Ala Leu
333

330 340
Ile Rla Gly Thr Ala Val Val Gly Val Val Leu Wal Leu Val Val
545 550 L1

Ile val Val Ala Val Leu Cys Leu Arg Lys Gln Ser Rsn Gly Arg
60 565 570

Glu Ala Glu Tyr Ser fAsp Lys His Gly Oln Tyr Leu Ile Gly His
575 280 585

Gly Thr Lys Val Tyr Ile Asp Pro Fhe Thr Tyr Glu Asp Pre Asn
_ 530 595 600

8lu Rla Val Arg @lu Phe Rle Lys &lu Zle Asp val Ser Tyr val
605 10 615

Lys Ile Glu Glu Val Ile Gly Ala Gly Glu FPhe Gly Glu Val Cys
620 B25 &30

Arg Gly Arg Leu Lys Rla Pro Gly Lys Ly= Glu Ser Cys val Ala
635 &40 645

Ile Lys Thr Leu Lys Gly Gly Tyr Thr Glu Arg Gln Arg Arg Glu
E50 655 660

Phe Leu Ser Glu Rla Ser Ile Mat Gly Gln Phe Glu Mis Pro Asn
665 €70 875

Ile Ilm Rrg Len Glu &1y Wal Val Thr Asn Sec Mat Pro Val Mat
i 1] €85 690

Ile Leu Thr Glu Phe Met Glu Asn Gly Ala Leu Asp Ser Phe Leu
E95 700 705

Arg Leu Asn Asp Gly Gln Phe Thr Val Ile Gln Leu Val Gly Met
T10 715 720

Leu Arg Gly Ile Ala Ser Gly Met Arg Tyr Leu Ala Glu Met Ser
725 T30 735

Tyr Val His Arg Rep Leu Rla Ala Arg Asn Ila Leu Val Ran Ses
740 T45 T50

Asn Leu Val Cys Lys Val Ser Asp Phe Gly Leu Ser Arg Fhe Leu
755 TED 765

Glu Glu Asn Ser S5eC Asp Fro Thr Tyr Thr Ser Ser Leu Gly Gly
770 ] T80

Ly= Ile Pre Il® Arg Trp Thr Ala Pre Glu Ala Ile Ala Fha Asg
785 790 795

Lys Phe Thr Ser Rla Ser Asp Rla Trp Ser Tyr Gly Ile val Met
800 Bos 8lo

Trp &lu Val Met Ser Phe Gly Glu Arg Pro Tyr Trp Asp Met Ser
BL15 B20 B25

Asn &ln Asp Val Ile Asn Ala Ile Glu Gln Asp Tyr Arg Leu Pro
830 B1s B840
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40

Pro

Cys

Val

Ila

Gln

Leu

Ala

ile

Thre

Fro Pro

Trp Gln

Ser Ala

Val Mla

Arg Gln

Arg Ala

Gly Fhe

Leu Leu

Leu Rla

Pro Gly

Asp

Ly=

L

REg

FPro

Ile

Gly

Arg

Ser

Gly

Cys
843

Asp
LL11]

ASE
B75

@iy
880
His
905

Lys
520

Ser
835

Ile
850

Val
965

The
380
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Fro Thr

RArg Rsn

Lys Mat

han Gly

Tyr Ser

Met Gly

Fhe Glu

Gly val

Gln His

Gly Gly

Ser

Ala

Ile

cly

Ala

Are

Leu

Thr

Mat

Pro

Rla

Fhe

Tyr

Val

Leuw

Lys

Ala

His
830

Pro
ass

Rsn
BEO

BeE
B35

Gly
810

Glu
325

Ber
940

Ala
855

Jar
&70

Pro
985

Gln

Arg

Pro

His

Ser

Glu

Gln

Ely

@ln

Gln

Leu Het Leu

Phe Pro Gln

Ala Ser Leu

I'ee Léu Leu

Val Gly Glu

Ser Fhe Ala

Ile Ser Ala

His Gln Lys

Ala Ly= Pro

Tye
887

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA SEC ID NO:7

()CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
(A) LONGITUD: 10 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacidica
(D) TOPOLOGIA: lineal
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA SEC ID NO:7

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
5

1

57

10

Rsp
855

val
B

Lys
885

Rsp
800

Trp
515

Rla
830

Glu
G345

Lys
10

Gly
8975
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REIVINDICACIONES

1. Molécula proteica aislada que se une al receptor Htk y que induce la fosforilacién del receptor Htk, comprendiendo
la molécula la secuencia aminoacidica para el ligando de Htk murino maduro de SEC ID NO:2.

2. Ligando de Htk soluble aislado que se une al receptor Htk y comprende la secuencia aminoacidica para el ligando
de Htk murino maduro soluble de aminoacidos 28-227 de la SEC ID NO:2.

3. Composicidon que comprende la molécula proteica segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

4. Molécula de acido nucléico aislada que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una molécula proteica
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2.

5. Molécula de &cido nucleico aislada segun la reivindicacion 4 que codifica la secuencia aminoacidica para el
ligando de Htk murino maduro de la secuencia SEC ID NO:2.

6. Molécula de acido nucléico aislada segun la reivindicacion 5 que presenta una secuencia de acidos nucleicos
seleccionada del grupo que consiste en:
(a) residuos 242 a 1168, inclusives, de la secuencia de acidos nucleicos mostrada como SEC ID NO:1, y
(b) una secuencia correspondiente a la secuencia de (a) en el ambito de degeneracion del codigo genético.

7. Molécula de acido nucleico aislada segun la reivindicacién 4 que codifica la secuencia aminoacidica para el
ligando de Htk murino maduro soluble de aminoacidos 28-227 de la SEC ID NO:2.

8. Vector que comprende la molécula de acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, unido
operativamente a secuencias de control reconocidas por una célula huésped transformada con el vector.

9. Célula huésped que comprende el vector segun la reivindicacion 8.

10. Procedimiento para la preparacion de una molécula proteica que induce la fosforilacion del receptor Htk que
comprende el cultivo de una célula huésped transfectada para expresar la molécula de &cido nucleico segun la
reivindicacion 9 y la recuperacion de dicha molécula proteica del cultivo de la célula huésped.

11. Procedimiento para activar “in vitro” un dominio tirosina quinasa de un receptor de quinasa transmembrana de
hepatoma (receptor Htk) que comprende poner en contacto un dominio extracelular del receptor Htk con el ligando
de Htk segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2.

12. Anticuerpo monoclonal que se une a
una molécula proteica aislada que se une al receptor Htk y que induce la fosforilacién del receptor Htk,
siendo la secuencia aminoacidica de la molécula proteica la secuencia aminoacidica para el ligando de Htk
murino maduro de la SEC ID NO: 2 o la secuencia aminoacidica para el ligando de Htk humano maduro de
laSECID NO: 4; 0
un ligando de Htk soluble aislado que se une al receptor Htk, siendo la secuencia aminoacidica del ligando
de Htk soluble la secuencia aminoacidica para el ligando de Htk murino maduro soluble de aminoacidos 28-
227 de la SEC ID NO: 2 o el ligando de Htk humano maduro soluble de aminoacidos 25-224 de la SEC ID
No: 4;
en el que el anticuerpo monoclonal
esta marcado, opcionalmente con un isétopo radioactivo, tal como °H, "C, *2P, S o |, un compuesto
fluorescente o quimioluminiscente, tal como isotiocianato de fluoresceina, rodamina o luciferina, o una enzima, tal
como fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa o peroxidasa de rabano;
es un anticuerpo humanizado;
es un anticuerpo humano;
es una fusion de anticuerpo con una proteina heterdloga;
es un fragmento de anticuerpo que se une a la molécula proteica que se une al receptor Htk, por ejemplo,
Fab, F(ab’)z o Fyv;
es biespecifico; o
es un anticuerpo heteroconjugado.

13. Procedimiento para la produccion de un anticuerpo monoclonal que se une a
una molécula proteica aislada que se une al receptor Htk y que induce la fosforilacion del receptor Htk,
siendo la secuencia aminoacidica de la molécula proteica la secuencia aminoacidica para el ligando de Htk
murino maduro de la SEC ID NO: 2 o la secuencia aminoacidica para el ligando de Htk humano maduro de
laSECID NO: 4; 0
un ligando de Htk soluble aislado que se une al receptor Htk, siendo la secuencia aminoacidica del ligando
de Htk soluble la secuencia aminoacidica para el ligando de Htk murino maduro soluble de aminoacidos 28-

58
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227 de la SEC ID NO: 2 o el ligando de Htk humano maduro soluble de aminoacidos 25-224 de la SEC ID
No: 4;
comprendiendo el procedimiento la produccién del anticuerpos mediante un procedimiento de ADN recombinante, a
partir de una libreria de fagos o a partir de un ratén transgénico capaz tras la inmunizacion de la produccion de
5 anticuerpos humanos.
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