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DESCRIPCION

Uso de proteinas de la cadena neural para tratar tumores.
Campo de la invencion

La presente invencion se dirige al uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de la cadena neural
para la produccién de una composicidn para tratar tumores. La composicién se puede administrar por via intramus-
cular, oral, intravenosa, intratecal, intratumoral, intranasal, tdpica, transdérmica, etc., bien sola bien conjugada con un
soporte.

Antecedentes de la invencion

La esencia de muchos tratamientos y procedimientos médicos implica la eliminacién o destruccién de tejido da-
fiino o no querido. Los ejemplos de tales tratamientos importantes incluyen la eliminacién quirtirgica de neoplasias
cancerosas, la destruccién de tumores metastaticos a través de quimioterapia, y la reduccion de la hiperplasia glandu-
lar (por ejemplo, de préstata). Otros ejemplos incluyen la eliminacién del vello facial no deseado, la eliminacién de
verrugas, y la eliminacién de tejido graso no deseado.

Existe una necesidad evidente de un agente eficaz que destruya y por lo tanto facilite la eliminacién de o inhiba
el crecimiento adicional de células tumorales dafiinas o no deseadas pero que tenga principalmente efectos locales y
toxicidad sistémica minina o ausente.

Las proteinas de la cadena neural y sus moléculas relacionadas son tales agentes.
Cdncer e hiperplasias benignas

El cancer es una anormalidad en los mecanismos reguladores internos de una célula que da como resultado un
crecimiento incontrolado y la reproduccién de la célula. Las células normales forman tejidos, y cuando estas células
pierden su capacidad de comportarse como una unidad especificada, controlada y coordinada (desdiferenciacién) el
defecto produce desorden entre la poblacién de células. Cuando esto sucede, se forma un tumor.

Las hiperplasias benignas de tejidos son anormalidades en las que es deseable eliminar células de un organismo.
Los tumores benignos son proliferaciones celulares que no se metastatizan por todo el cuerpo pero, sin embargo,
producen sintomas de la enfermedad. Tales tumores pueden ser letales si estdn situados en dreas inaccesibles en
6rganos tales como el cerebro. Hay tumores benignos de 6rganos incluyendo pulmon, cerebro, piel, gldndula pituitaria,
tiroides, corteza y médula adrenal, ovario, ttero, testiculo, tejido conjuntivo, mudsculo, intestinos, oido, nariz, garganta,
amigdalas, boca, higado, vesicula biliar, pancreas, prdstata, corazén, y otros 6rganos.

Tratamientos del cdncer

La cirugia es normalmente el primer paso en el tratamiento del cancer. El objetivo de la cirugia varia. A veces se
utiliza para eliminar tanto como es posible del tumor evidente, o al menos “reducirlo” (eliminar la mayoria de la masa
del tumor de modo que hay menos que necesita ser tratado por otros medios). Dependiendo del tipo y localizacién del
céncer, la cirugfa también puede proporcionar cierto alivio sintomdtico al paciente. Por ejemplo, si un cirujano puede
eliminar una gran parte de un tumor cerebral en expansion, la presion en el interior del craneo disminuird, produciendo
mejora en los sintomas del paciente.

No todos los tumores son tratables por cirugia. Algunos pueden estar localizados en partes del cuerpo que hace
imposible que se eliminen completamente. Ejemplos de estos serian tumores en el tronco del encéfalo (una parte del
cerebro que controla la respiracién) o un tumor que ha crecido dentro y alrededor de un vaso circulatorio principal. En
estos casos, el papel de la cirugia estd limitado debido al alto riesgo asociado con la eliminacién del tumor.

En algunos casos, la cirugia no se utiliza para reducir un tumor porque simplemente no es necesario. Un ejemplo es
el linfoma de Hodgkin, un cancer de los nédulos linfaticos que responde muy bien a combinaciones de quimioterapia
y terapia de radiacién. En el linfoma de Hodgkin, la cirugia raramente se necesita para alcanzar la cura, pero casi
siempre se utiliza para establecer un diagndstico.

La quimioterapia es otra forma comun de tratamiento del cancer. Esencialmente, implica el uso de medicaciones
(normalmente dadas por la boca o inyeccion) que especificamente atacan a las células que se dividen rdpidamente
(como las que se encuentran en un tumor) por todo el cuerpo. Esto hace la quimioterapia ttil en el tratamiento de
cénceres que ya se han metatastizado, asi como tumores que tienen una alta posibilidad de expandirse a través de los
sistemas sanguineo y linfatico pero que no son obvios mas alld del tumor primario. La quimioterapia también se puede
utilizar para aumentar la respuesta de tumores localizados a la cirugia y la terapia de radiacion. Este es el caso, por
ejemplo, para algunos canceres de la cabeza y el cuello.

Desgraciadamente, otras células en el cuerpo humano que también se dividen normalmente con rapidez (tal como
el revestimiento del estdmago y el pelo) también se ven afectadas por la quimioterapia. Por esta razén, algunos (aunque
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no todos) agentes de quimioterapia inducen nausea o pérdida de pelo. Estos efectos secundarios son temporales, y los
médicos tienen medicaciones que pueden proporcionar para ayudar a mitigar muchos de estos efectos secundarios. De
este modo, en general, los tratamiento de quimioterapia son bien tolerados por los pacientes. Segin ha aumentado el
conocimiento, los investigadores han ideado agentes quimioterapéuticos mas nuevos que no son solo mejores matando
las células cancerosas, sino que también tienen efectos secundarios menores para el paciente.

La quimioterapia se administra a los pacientes de varios modos. Algunos son pildoras que se toman diariamente
o una vez a la semana o algin otro programa y algunos se administran mediante una inyeccién intravenosa. Para la
quimioterapia de inyeccion, el paciente va a la consulta del médico o al hospital para el tratamiento. Otros agentes
quimioterapéuticos requieren infusién continua en la corriente sanguinea, 24 horas al dia. Para estos tipos de quimio-
terapia, se realiza un procedimiento quirtrgico pequefio para implantar una pequefia bomba que lleva el paciente. La
bomba administra entonces la medicacién lentamente. En muchos casos, se coloca un puerto permanente en la vena
del paciente para eliminar la exigencia de pinchazos de aguja repetidos.

La terapia de radiacién es otra arma normalmente utilizada en la Iucha contra el cancer. La radiacién mata el cancer
dafiando el ADN en las células tumorales. La radiacion se “aplica” en dos formas posibles. La primera, y méds comiin,
implica dirigir un haz de radiacién al paciente de una forma altamente precisa, centrandose en el tumor. Para hacer
esto, un paciente se tumba en una mesa y el haz se mueve alrededor de él/ella. Esto solo lleva un par de minutos, pero
se hace cinco dias a la semana durante 3-6 semanas (dependiendo del tipo de tumor), para alcanzar una “dosis” total
particular prescrita.

Otro método de radiacién empleado algunas veces, llamado braquiterapia, implica coger pastillas radioactivas (“‘se-
millas”) o hilos e implantarlos en el cuerpo en el 4rea del tumor. Los implantes pueden ser temporales o permanentes.
Para implantes permanentes, la radiacién en las semillas “decae” o desvanece durante un periodo de dias o semanas
de modo que el paciente no estd radiactivo. Para implantes temporales, la dosis entera de radiacién se da normalmente
en alrededor de dos dias, y el paciente debe permanecer en el hospital durante este tiempo. Para ambos tipos de bra-
quiterapia, la radiacion se da generalmente a un drea muy localizada para ganar control local sobre un céncer (opuesto
a tratar el cuerpo entero, como hace la quimioterapia).

Se puede remitir a algunos pacientes altamente seleccionados para trasplante de médula 6sea. Este procedimiento
normalmente se realiza porque un paciente tiene un cancer que es particularmente agresivo o porque tienen un cancer
que ha reaparecido después de ser tratado con terapia convencional. El trasplante de médula sea es un procedimiento
complicado. Existen varios tipos, y varian en su potencial para producir efectos secundarios y cura. La mayoria de los
trasplantes se realizan en centros especiales, y en muchos casos su uso se considera de investigacion.

Existen algunas otras terapias, aunque la mayoria de ellas se estd investigando todavia en ensayos clinicos y no
se han constituido en cuidados estdndar. Los ejemplos incluyen el uso de inmunoterapia, anticuerpos monoclonales,
factores anti-angiogénesis, y terapia génica.

Inmunoterapia: Existen varias técnicas disefiadas para ayudar al sistema inmune del paciente a lucha contra el can-
cer, bastante distante de la radicacién o quimioterapia. A menudo, para alcanzar el objeto los investigadores inyectan
al paciente con una vacuna especialmente derivada. La mayoria de la investigacién en este drea se ha realizado en
melanoma, aunque ahora también se tiene como objetivo otros canceres.

Anticuerpos monoclonales: Estas son proteinas pequefas que estidn especialmente disefiadas para unirse a las célu-
las cancerosas (y no a las células normales) aprovechando las diferencias entre las células cancerosas y no cancerosas
en sus membranas celulares. Antes de administrar los anticuerpos al paciente, normalmente se “pegan” (unen) a varios
compuestos citotoxicos o se hacen radiactivos, de modo que el anticuerpo tiene como objetivo preferentemente las
células cancerosas, distribuyendo de esto modo el agente toxico a las células deseadas.

Factores de anti-angiogénesis: Puesto que las células cancerosas se dividen rdpidamente y los tumores crecen,
pronto el suministro de sangre puede ser insuficiente. Para compensar por esto, algunos tumores secretan un compuesto
que se ha mostrado que ayuda a inducir el crecimiento de vasos sanguineos en su cercania, asegurando asi a las células
cancerosas el suministro continuo de nutrientes. Recientemente, investigadores han estudiado formas de parar este
proceso (parar el crecimiento de vasos sanguineos).

Terapia génica: El cancer es el producto de una serie de mutaciones que finalmente llevan a la produccién de una
célula cancerosa y su proliferacion excesiva. El cancer se puede tratar introduciendo genes en las células cancerosas
que actden para controlar o parar la proliferacion del cancer, activar en las células los mecanismos celulares progra-
mados para destruir las células, aumentar el reconocimiento inmune de la célula, o expresar una pro-droga que se
convierte en un metabolito toxico o una citoquina que inhibe el crecimiento del tumor.

Tratamiento de tumores benignos

Los tumores benignos también se pueden tratar mediante varios métodos incluyendo cirugfa, radioterapia, terapia
con drogas, ablacion térmica o eléctrica, crioterapia, y otros. Aunque los tumores benignos no se metastatizan, pueden
crecer mucho y pueden reproducirse. La extirpacién quirdrgica de tumores benignos tiene todas las dificultades y
efectos secundarios de la cirugia en general y a menudo se debe realizar repetidamente para algunos tumores benignos,
tal como para adenomas de pituitaria, meningeomas del cerebro, hiperplasia de prdstata, y otros.
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Proteinas de la cadena neural

Las proteinas de la cadena neural (NTP) son una familia nueva de proteinas de cerebro recientemente caracteriza-
das. Un miembro de esta familia, AD7C-NTP, es una fosfoproteina asociada a la membrana de ~41 kD con funciones
relacionada con la formacidn de neuritas y la muerte celular (de 1a Monte et al., J. Clin. Invest., 100: 3039-3104 (1997);
de la Monte et al., Alz. Rep., 2: 327-332 (1999); de 1a Monte SM y Wands JR, Journal of Alzheimer’s Disease, 3: 345-
353 (2001)). Se han identificado y descrito el gen y la secuencia predicha de la proteina para AD7C-NTP (de la Monte
etal., J. Clin. Invest., 100: 3039-3104 (1997)). Ademas de la especie de ~41 kD, se han identificado otras especies de
proteinas de la cadena neural (~26 kD, ~21 kD, ~17 kD, y ~15 kD) y se han asociado con tumores neuroectodérmicos,
astrocitomas, y glioblastomas y con lesion debido a hipoxia, isquemia, o infarto cerebral (Xu et al., Cancer Research,
53: 3823-3829; de la Monte et al., J. Neuropathol. Exp. Neurol., 55(10): 1038-50 (1996); de 1la Monte et al., J. Neurol.
Sci., 138(1-2): 26-35 (1996); de la Monte et al., J. Neurol. Sci., 135(2): 118-125 (1996); de la Monte et al., J. Clin.
Invest., 100: 3039-3104 (1997); y de la Monte et al., Alz. Rep., 2: 327-332 (1999)).

La proteina de la cadena neural se ha descrito y reivindicado en las patentes de EE.UU. Nos. 5948634; 5948888; y
5830670, todas para “Neural Thread Protein Gene Expression and Detection of Alzheimer’s Disease” y en la patente
de EE.UU. No. 6071705 para ‘“Method of Detecting Neurological Disease or Dysfunction”.

Existen evidencias convincentes que unen la AD7C-NTP con la enfermedad de Alzheimer (EA). El ARNm de
AD7C-NTP estd aumentado en cerebro con EA comparado con controles; los niveles de proteina AD7C-NTP en
cerebro y en LCR son mayores en EA que en controles; y la inmunorreactividad de AD7C-NTP se encuentra en
placas seniles, en ovillos neurofibrilares (NFT), en neuronas en degeneracion, hebras de neurdpilo y brotes de distrofia
neurdtica en cerebros con EA y sindrome de Down (Ozturk et al., Proc Natl. Acad. Sci. USA, 86: 419-423 (1989); de
la Monte et al., J. Clin. Invest., 86(3): 1004-13 (1990); de la Monte et al., J. Neurol. Sci., 113(2): 152-64 (1992); de
la Monte et al., Ann. Neurol., 32(6): 733-42 (1992); de la Monte et al., J. Neuropathol. Exp. Neurol., 55(10): 1038-
50 (1996); de la Monte et al., J. Neurol. Sci., 138(1-2): 26-35 (1996); de 1a Monte et al., J. Neurol. Sci., 135(2): 118-
125 (1996); de la Monte et al., J. Clin. Invest., 100: 3039-3104 (1997); y de la Monte et al., Alz. Rep., 2: 327-332
(1999)). AD7C-NTP también se ha identificado en tejido cerebral con sindrome de Down (Wands et al., Publicacién
internacional de patente No. WO 90/06993; de la Monte et al., Alz. Rep., 2: 327-332 (1999)). AD7C-NTP también se
ha ligado al proceso de muerte celular en la enfermedad de Alzheimer (de 1a Monte y Wands, J. Neuropatho. and Exp.
Neuro., 60: 195-207 (2001)).

Permanece una necesidad en la técnica para tratamientos nuevos, menos toxicos para tratar tumores. La presente
invencion satisface esas necesidades.

Compendio de la invencién

La presente invencidn se dirige al uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de la cadena neural
para la produccién de una composicion para tratar tumores. La composicién se puede administrar a un mamifero en
necesidad de una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina de la cadena neural (NTP).

NTP se puede administrar sola o conjugada con un soporte o un anticuerpo. Ademds, NTP se puede utilizar con-
juntamente con otras terapias para tratar tumores benignos y malignos.

Tanto la descripcién general precedente como la descripcion detallada que sigue son ejemplares y explicativas y
se proponen proporcionar una explicacién adicional de la invencién como se reivindica. Otros objetos, ventajas, y
caracteristicas nuevas estardn en seguida claras para aquellos expertos en la materia a partir de la siguiente descripcién
detallada de la invencidn.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: muestra la secuencia completa de aminodcidos y la secuencia de dcido nucleico del gen de AD7c-NTP
y de la proteina AD7¢c-NTP producto de ese gen (secuencias 120 y 121 de las patentes de EE.UU. Nos. 5830670,
5948634 y 5948888, de la Monte et al., J. Clin. Invest., 100: 3039-3104 (1997); acceso a NCBI Entrez-Protein
#AACO08737; PID g3002527) [SEQ ID NO: 1].

Figura 2: muestra la secuencia completa de aminoacidos de la proteina de la cadena neural de 122 aminodcidos (se-
cuencia 40 de las patentes de EE.UU. Nos. 5830670, 5948634 y 5948888; Acceso a NCBI Entrez-Protein #AAE25447
PID g10048540) [SEQ ID NO: 2].

Figura 3: muestra la secuencia completa de aminodcidos de la proteina de la cadena neural de 112 aminoédcidos
(Acceso a NCBI Entrez-Protein #XP_032307 PID g15928971) [SEQ ID NO: 3].

Figura 4: muestra la secuencia completa de amino4cidos de una proteina de 106 aminodcidos similar a la proteina
de la cadena neural (Acceso a NCBI Entrez-Protein #AAH14951 PID g15928971) [SEQ ID NO: 4].

Figura 5: muestra la secuencia completa de aminoédcidos de una proteina de 106 aminodcidos similar a la proteina
de la cadena neural (Acceso a NCBI Entrez-Protein #XP_039102 PID g18599339) [SEQ ID NO: 5].
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Figura 6: muestra la secuencia completa de aminoécidos de la proteina de la cadena neural de 98 aminodcidos (se-
cuencia 30 de las patentes de EE.UU. Nos. 5830670, 5948634 y 5948888; Acceso a NCBI Entrez-Protein #AAE25445,
PID g10048538) [SEQ ID NO: 6].

Figura 7: muestra la secuencia completa de aminoacidos de la proteina de la cadena neural de 75 aminodacidos (se-
cuencia 48 de las patentes de EE.UU. Nos. 5830670, 5948634 y 5948888; Acceso a NCBI Entrez-Protein #A AE25448
PID g10048541) [SEQ ID NO: 7].

Figura 8: muestra la secuencia completa de aminodcidos de la proteina de la cadena neural de 68 amino4ci-
dos (secuencia 36 de las patentes de EE.UU. Nos. 5830670, 5948634 y 5948888; Acceso de NCBI Entrez-Protein
#AAE25446 PID g10048539) [SEQ ID NO: 8].

Figura 9: muestra la secuencia completa de aminodcidos de la proteina de 61 aminodcidos similar a la proteina de
la cadena neural (Acceso de NCBI Entrez-Protein #AAH02534, PID g12803421) [SEQ ID NO: 9].

Figura 10: muestra necrosis de tejido subcutdneo y musculo en el sitio de inyecciéon de AD7C-NTP, 24 horas
después de la inyeccién. Microscopia dptica, tincién con hematoxilina y eosina, x400;

Figura 11: muestra necrosis de tejido subcutdneo y musculo en el sitio de inyecciéon de AD7C-NTP, 24 horas
después de la inyeccién. Microscopia dptica, tincién con hematoxilina y eosina, x400;

Figura 12: muestra necrosis de tejido subcutdneo y misculo en el sitio de inyeccion de AD7C-NTP, 24 horas
después de la inyeccién. Microscopia éptica, tincién con hematoxilina y eosina, x400;

Figura 13: muestra necrosis de tejido subcutineo y misculo en el sitio de inyeccién de AD7C-NTP, 24 horas
después de la inyeccion. Microscopia dptica, tincién con hematoxilina y eosina, x1000;

Figura 14: muestra necrosis de tejido subcutdneo y misculo en el sitio de inyeccion de AD7C-NTP, 24 horas
después de la inyeccién. Microscopia 6ptica, tincién con hematoxilina y eosina, x1000;

Figura 15: muestra necrosis tumoral 24 horas después de la inyeccion de AD7C-NTP. Microscopia 6ptica, tincién
con hematoxilina y eosina, x200;

Figura 16: muestra necrosis tumoral 24 horas después de la inyeccién de AD7C-NTP. Microscopia 6ptica, tincién
con hematoxilina y eosina, x400;

Figura 17: muestra necrosis tumoral 24 horas después de la inyeccién de AD7C-NTP. Microscopia 6ptica, tincion
con hematoxilina y eosina, x1000;

Figura 18: muestra necrosis tumoral 2 semanas después de la inyeccién de AD7C-NTP. Microscopia 6ptica, tincién
con hematoxilina y eosina, x40; y

Figura 19: muestra necrosis tumoral 2 semanas después de la inyeccion de AD7C-NTP. Microscopia dptica, tincién
con hematoxilina y eosina, x200.

Descripcion detallada de las formas de realizacion preferidas
Definiciones

Los términos y frases utilizados aqui se definen como explica a continuaciéon a menos que se especifique de otra
manera.

El término “AD7c-NTP” se refiere a la proteina de ~41 kD y al gen y las secuencias de acido nucleico que
la codifican descritas en de la Monte et al., J. Clin. Invest., 100: 3039-3104 (1997), en las secuencias 120 y 121
de las patentes de EE.UU. nos. 5948634, 5948888 y 5830670 y en GenBank #AF(010144, secuencias de 4cido
nucleico y proteina que se ilustran en la Figura 1. El término “AD7c-NTP” también incluye fragmentos, varian-
tes y derivados biolégicamente activos, homdlogos, péptidos miméticos, péptidos D-inversos, y enantiémeros de
AD7c-NTP.

El término “NTP” o “proteina de cadena neural (neural thread protein)” se refiere a proteinas de cadena neural y
moléculas relacionadas (incluyendo proteina de cadena pancredtica) y a las secuencias de dcido nucleico que codifican
estas proteinas, e incluye (pero no estd limitado a) las siguientes proteinas y secuencias de dcido nucleico que codifican
las secuencias de aminodcidos para estas proteinas:

(a) AD7c¢c-NTP;

(b) las especies de proteina de la cadena neural de ~42, ~26, ~21, ~17, ~14, y ~8 kD segtin se describen en las
patentes de EE.UU. Nos. 5948634, 5948888, 5830670 y 6071705 y en de la Monte et al., J. Neuropathol.
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Exp. Neurol., 55(10): 1038-50 (1996), de la Monte et al., J. Neurol. Sci., 138(1-2): 26-35 (1996), de la
Monte et al., J. Neurol. Sci., 135(2): 118-125 (1996), de la Monte et al., J. Clin. Invest., 100: 3039-3104
(1997) y de la Monte et al., Alz. Rep., 2: 327-332 (1999);

(c) proteinas especificamente reconocidas por el anticuerpo monoclonal #2 en depdsito con la Coleccion Ame-
ricana de Cultivos Tipo, Manassas, Va, con el nimero de acceso HB-12546 o el anticuerpo monoclonal #5
en depdsito con la Coleccién Americana de Cultivos Tipo, Manassas, Va, con el nimero de acceso HB-
12545;

(d) proteinas codificadas por el gen AD7c-NTP;

(e) la proteina de la cadena neural de 122 aminoécidos descrita en la secuencia 40 de la patentes de EE.UU.
Nos. 5830670, 5948634 y 5948888 y en la lista de NCBI Entrez-Protein con el acceso #AAE25447, PID
210048540, la secuencia de aminodcidos que se ilustra en la Figura 2;

(f) la proteina de la cadena neural de 112 aminodcido que estd en la lista NCBI Entrez-Protein con el acceso
#XP_032307, PID g14725132, la secuencia de aminodcidos que se ilustra en la Figura 3;

(g) una proteina de 106 aminodcido similar a la proteina de la cadena neural que estd en la lista NCBI Entrez-
Protein con el acceso #AAH14951, PID g15928971, la secuencia de aminoacidos que se ilustra en la Figura
4

(h) una proteina de 106 aminodacido similar a la proteina de la cadena neural que estd en la lista NCBI Entrez-
Protein con el acceso #XP_039102, PID g18599339, la secuencia de aminodcidos que se ilustra en la Figura
5;

(1) la proteina de la cadena neural de 98 aminodcidos descrita en la secuencia 30 de las patentes de EE.UU.
Nos. 5830670, 5948634 y 5948888 y en la lista de NCBI Entrez-Protein con el acceso #AAE25445, PID
210048538, la secuencia de aminodcidos que se ilustran en las Figura 6;

(j) la proteina de la cadena neural de 75 aminodcidos descrita en la secuencia 48 de las patentes de EE.UU.
Nos. 5830670, 5948634 y 5948888 y en la lista de NCBI Entrez-Protein con el acceso #AAE25448, PID
210048541, la secuencia de aminodcidos que se ilustra en la Figura 7;

(k) la proteina de la cadena neural de 68 aminodcidos descrita en la secuencia 36 de las patentes de EE.UU.
Nos. 5830670, 5948634 y 5948888 y en la lista de NCBI Entrez-Protein con el acceso #AAE25446, PID
10048539, la secuencia de aminodcidos que se ilustra en la Figura 8;

(1) la proteina de 61 aminodcido similar a la proteina de la cadena neural que estd en la lista NCBI Entrez-
Protein con el acceso #AAH02534, PID g12803421, la secuencia de aminodcidos que se ilustra en la Figura
9;

(m) proteina de la cadena pancredtica;
(n) la proteina neural de la cadena pancredtica (nPTP) descrita en la patente de EE.UU. No. 6071705; y

(o) proteinas especificamente reconocidas por los anticuerpos producidos por un hibridoma del grupo que
consiste en HB 9934, HB 9935, y HB 9936 depositados en la Coleccién Americana de Cultivos
Tipo.

El término “NTP” también incluye los fragmentos, variantes y derivados biolégicamente activos, homélogos, pép-
tidos miméticos, péptidos D-inversos, y enantidmeros de NTP.

El término “biolégicamente activo” se refiere a una proteina, fragmento de polipéptido, variante, derivado, homo-
logo, péptido D-inverso, péptido mimético, o enantiémero que tiene la capacidad de destruir y por lo tanto facilitar
la eliminacion de o la inhibicién de crecimiento adicional de células y tejido dafiinos o no deseados pero que tiene
principalmente efectos locales y toxicidad sistémica minima o ausente e incluye (pero no estd limitado a) la capacidad
de matar o disminuir la viabilidad de células en el ensayo de citotoxicidad de cultivo de células del Ejemplo 1 aqui,
la capacidad de causar pérdida celular y/o necrosis de tejidos en el ensayo de tejidos in vivo en Ejemplo 2 aqui, o
la capacidad de causar pérdida celular, necrosis de tejido o reduccién de tumor en el ensayo tumoral del Ejemplo
3 aqui.

El término “fragmento” se refiere a una proteina o polipéptido biol6gicamente activo que consiste en una subse-
cuencia continua de la secuencia de aminodcidos de una proteina NTP o variante, derivado, homdlogo, péptido D-
inverso, o enantiomero de la misma e incluye fragmentos naturales tal como variantes de ayuste y fragmentos que
resultan de actividad proteasa natural in vivo. Tal fragmento puede estar truncado en el amino terminal, el carboxi
terminal, y/o internamente (tal como por ayuste natural), y puede ser una variante o un derivado de una proteina NTP.
Tales fragmentos se pueden preparar con o sin una metionina amino terminal. El término “fragmento” incluye frag-
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mentos, que sean idénticos o diferentes, de la misma proteina NTP o con una secuencia de aminoécidos contigua en
comun o no, unidos bien directamente o bien a través de un enlazador.

El término “variante” se refiere a una proteina o polipéptido biolégicamente activo en el que se presentan una o
mads sustituciones, deleciones y/o inserciones de aminodcidos comparados con la secuencia de aminodcidos de una
proteina NTP e incluye variantes alélicas naturales o variantes de ayuste alternativo de una proteina NTP. El término
“variante” incluye la sustitucion de uno o mds aminodcidos en una secuencia peptidica con aminoédcidos similares u
homélogos o aminodcidos disimilares. Existen muchas escalas en las que se pueden clasificar los aminodcidos como
similares u homélogos. (Gunnar von Heijne, Sequence Analysis in Molecular Biology, p. 123-39 (Academic Press,
Nueva York, NY 1987). Las variantes preferidas incluyen sustituciones de alanina en una o mds posiciones de ami-
noécidos. Otras sustituciones preferidas incluyen sustituciones conservadoras que tienen poco o ningtin efecto sobre la
carga neta total, polaridad, o hidrofobicidad de la proteina. Las sustituciones conservadoras se muestran en la TablaI a
continuacién.

TABLA I

Sustituciones conservadoras de aminodcidos

Bédsicos: arginina
lisina
histidina
Acidos: acido glutémico

acido aspartico

Polares no cargados: glutamina
asparagina
serina
treonina
tirosina

No polares: fenilalanina
triptéfano
cisteina
glicina
alanina
valina
prolina
metionina
leucina

iscleucina
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La Tabla II expone otro esquema de sustituciones de aminodcidos:

TABLA II

Residuo original Sustituciones
Ala gly; ser

Arg lys

Asn gln; his

Asp glu

Cys ser

Gln asn

Glu asp

Gly ala; pro

His asn, gln

Ile leu; val

Leu ile; val

Lys arg; gln; glu
Met leu; tyr; ile
Phe met; leu; tyr
Ser thr

Thr ser

Trp tyr

Tyr trp; phe

Val ile; leu

Otras variantes pueden consistir en sustituciones de aminodacidos menos conservadoras, tal como seleccionar resi-
duos que difieren mds significativamente en su efecto de mantener (a) la estructura del esqueleto del polipéptido en
el 4rea de la sustitucion, por ejemplo, como una conformacién en lamina o hélice, (b) la carga o hidrofobicidad de la
molécula en el sitio diana, o (c) la masa de la cadena lateral. Las sustituciones que en general se espera que tengan un
efecto mas significativo en la funcién son aquellas en las que (a) glicina y/o prolina se sustituyen por otro aminodcido
o se deleciona o inserta; (b) un residuo hidrofilico, por ejemplo, seril o treonil se sustituye por (o mediante) un resi-
duo hidrofébico, por ejemplo, leucil, isoleucil, fenilalanil, valil o alanil; (c) un residuo de cisteina se sustituye por (o
mediante) cualquier otro residuo; (d) un residuo que tiene una cadena lateral electropositiva, por ejemplo lisil, arginil,
o histidil, se sustituye por (0 mediante) un residuo que tiene una carga electronegativa, por ejemplo, glutamil o aspar-
til; o (e) un residuo que tiene una cadena lateral voluminosa, por ejemplo fenilalanina, se sustituye por (o mediante)
uno que no tiene tal cadena lateral, por ejemplo glicina. Otras variantes incluyen aquellas disefiadas para generar un
sitio(s) nuevo(s) de glicosilacién y/o fosforilacién, o aquellas disefiadas para delecionar un sitio(s) existente(s) de
glicosilacion y/o fosforilacién. Las variantes incluyen al menos una sustitucién de aminodcido en un sitio de gli-
cosilacién, un sitio de rotura proteolitica y/o un residuo de cisteina. Las variantes también incluyen proteinas NTP,
fragmentos, derivados, homoélogos, péptidos D-inversos y antimeros con residuos adicionales de aminodacidos antes o
después de la secuencia de aminodcidos de NTP en los péptidos enlazadores. Por ejemplo, se puede afadir un residuo
de cisteina tanto al extremo amino como al carboxi de un fragmento de NTP para permitir la formacién de un ciclo
del fragmento de NTP mediante la formacion de un puente disulfuro. El término “variante” también incluye variantes
de fragmentos, derivados, homdlogos, péptidos D-inversos y enantidmeros de NTP o AD7¢c-NTP.

El término “derivado” se refiere a una proteina o polipéptido biolégicamente activo quimicamente modificado que
se ha modificado quimicamente mediante un proceso natural, tal como procesamiento u otras modificaciones postra-
duccionales, pero también mediante técnicas de modificaciéon quimica, como por ejemplo, mediante adicién de una
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o mds moléculas de polietilenglicol, azicares, fosfatos, y/o otras moléculas, donde la molécula o moléculas no estdn
unidas de forma natural a las proteinas NTP salvajes. Los derivados incluyen sales. Tales modificaciones quimicas
estan bien descritas en textos basicos y en monografias mas detalladas, asi como en la voluminosa bibliografia de in-
vestigacion, y son bien conocidas por los expertos en la materia. Se entenderd que el mismo tipo de modificacién puede
estar presente en el mismo o diverso grado en varios sitios en una proteina o polipéptido dado. También, una proteina
o polipéptido determinado puede contener varios tipos de modificaciones. Las modificaciones pueden suceder en cual-
quier lugar en una proteina o polipéptido, incluyendo el esqueleto peptidico, las cadenas laterales de los aminodcidos,
y los extremos amino y carboxilo. Las modificaciones incluyen, por ejemplo, acetilacién, acilacién, ADP-ribosila-
cién, amidacién, unién covalente de flavina, unién covalente de un grupo hemo, unién covalente de un nucleétido o
derivado de nucleétido, unién covalente de un lipido derivado de lipido, unién covalente de fosfatidilinositol, entre-
cruzamiento, formacién de un ciclo, formacién de puentes disulfuro, desmetilacién, formacion de entrecruzamientos
covalentes, formacién de cisteina, formacién de piroglutamato, formilacién, gamma-carboxilacién, glicosilacién, for-
macién de un anclaje GPI, hidroxilacién, yodacién, metilacién, miristilacién, oxidacién, procesamiento proteolitico,
fosforilacién, prenilacién, racemizacion, glicosilacién, unién de lipidos, sulfatacién, gamma-carboxilacién de residuos
de 4cido glutdmico, hidroxilacién y ADP-ribosilacion, selenilacién, sulfatacion, adicién de aminoacidos mediada por
ARN de transferencia a las proteinas, tal como arginilacién, y ubiquitinacidén. Ver, por ejemplo, Proteins-Structure And
Molecular Properties; 2* Ed. T.E. Creighton, W.H. Freeman and Company, Nueva York (1993) y Wold, F., “Posttrans-
lational Protein Modifications: Perspectives and Prospects”, paginas 1-12 en Posttranlational Covalent Modification
Of Proteins, B.C. Johnson, Ed., Academic Press, Nueva York (1983); Seifter et al., Meth. Enzymol. 182: 626-646
(1990) y Rattan et al., “Protein Synthesis: Posttranslational Modifications and Aging” Ann. N.Y. Acad. Sci. 663: 48-
62 (1992). El término “derivados” incluye modificaciones quimicas que dan como resultado que la proteina o el poli-
péptido se vuelvan ramificados o ciclicos, con o sin ramificaciones. Las proteinas o polipéptidos ciclicos, ramificados y
ramificados circulares se pueden producir a través de procesos postraduccionales naturales y se pueden hacer también
mediante métodos enteramente sintéticos. El término “derivado” también incluye derivados de fragmentos, variantes,
homélogos péptidos D-inversos, péptidos miméticos, y enantidémeros.

El término “homoélogo” se refiere a una proteina biol6gicamente activa que es al menos el 75 por ciento idéntica
en su secuencia de aminodcidos a una proteina NTP o a AD7c-NTP, como puede ser el caso, seglin se determina
mediante métodos estdndar que se utilizan cominmente para comparar la similitud en la posicién de aminoacidos de
dos polipéptidos. El grado de similitud o identidad entre dos proteinas se puede calcular ficilmente mediante métodos
conocidos, incluyendo pero no estando limitados a aquellos descritos en Computacional Molecular Biology, Lesk,
AM.,, ed., Oxford University Press, Nueva York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith,
D.W. ed., Academic Press, Nueva York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Parte 1, Griffin A.M. y Griffin,
H.G. eds., Humana Press, Nueva Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic
Press, 1987; Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J. eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991; y
Carillo, H. y Lipman, D. SIAM, J. Applied Math., 48: 1073 (1988). Los métodos preferidos para determinar la iden-
tidad se disefian para dar el mayor emparejamiento entre las secuencias ensayadas. Los métodos para determinar la
identidad y similitud se codifican en programas de ordenador disponibles publicamente. Los métodos de programas
de ordenador preferidos para determinar la identidad y similitud entre dos secuencias incluyen, pero no estdn limi-
tados a, el paquete de programas de GCG (Devereux et al., Nucleic Acid Research, 12(1): 387 (1984)), BLASTP,
BLASTN, y FASTA, Atschul, S.F. et al., J. Molec. Biol., 215: 403-410 (1990). El programa BLAST X esta dispo-
nible ptblicamente de NCBI y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S. ef al., NCBI NLM NIH Bethesda, Md,
20894; Altschul, S. et al. J. Mol. Biol., 215: 403-410 (1990). Como ejemplo, utilizando un algoritmo de ordenador tal
como GAP (Genetic Computer Group, Universidad de Wisconsin, Madison, Wis.), las dos proteinas o polipéptidos
para los que el porcentaje de identidad de secuencia se va a determinar se alinean para un emparejamiento éptimo
de sus respectivos aminodcidos (el “tramo emparejado”, segin se determina mediante el algoritmo). Se utilizan una
penalizacién de apertura de brecha (que se calcula como 3 veces la diagonal media; la “diagonal media” es la media
de la diagonal de la matriz de comparacién que se usa; la “diagonal” es la puntuacién o nimero asignado a cada
aminodcido perfecto mediante la matriz de comparacion particular) y una penalizacién por extension de brecha (que
es normalmente 1/10 veces de la penalizacion de apertura de brecha), asi como una matriz de comparacion tal como
PAM 250 o BLOUM 62 conjuntamente con el algoritmo. También se utiliza por el algoritmo una matriz de compa-
racion estandar (ver Dayhoff et al. en Atlas of Protein Sequence and Structure, vol. 5, sup. 3 [1978] para la matriz
de comparacién PAM250; ver Henikoff et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 10915-10919 [1992] para la matriz de
comparacién BLOSUM 62). Se calcula entonces el porcentaje de identidad mediante el algoritmo. Los homélogos ten-
dréan tipicamente una o mas sustituciones, deleciones y/o inserciones de aminodcidos cuando se comparan con NTP o
AD7c-NTP.

El término “péptido mimético” se refiere a compuestos bioldgicamente activos que mimetizan la actividad biol6gi-
ca de un péptido o una proteina pero no son peptidicos en su naturaleza quimica, esto es, ya no contienen ningtin enlace
peptidico (esto es, enlaces amida entre aminodcidos). Aqui el término péptido mimético se utiliza en un sentido més
amplio para incluir moléculas que ya no son completamente peptidicas en la naturaleza, tal como pseudopéptidos, se-
mipéptidos y peptoides. Mds adelante se describen ejemplos de péptidos miméticos en este sentido mds amplio (donde
parte de un péptido se sustituye por una estructura que carece de enlaces peptidicos). Los péptido miméticos, ya sean
completamente o parcialmente no peptidicos, seglin esta invencion proporcionan una disposicion espacial de grupos
quimicos reactivos que recuerda exactamente a la disposicion tridimensional de los grupos activos en la proteina NTP
en la que se basa el péptido mimético. Como resultado de esta geometria similar del sitio activo, el péptido mimético
tiene efectos sobre sistemas bioldgicos que son similares a la actividad biolégica del péptido. Los péptido miméticos
de esta invencién son preferiblemente sustancialmente similares tanto en la forma tridimensional como en la actividad

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 295 347 T3

biolégica a los péptidos NTP explicados anteriormente. Los ejemplos de métodos de modificar estructuralmente un
péptido conocidos en la técnica para crear péptidos miméticos incluyen la inversién de los centros quirales del es-
queleto produciendo estructuras con residuos de D-aminodcidos que pueden, particularmente en el N-terminal, llevar
a aumento en la estabilidad para degradacion proteolitica sin afectar adversamente a la actividad. Un ejemplo se da
en el articulo “Tritriated D-ala-sup.1-Peptide T Binding”, Smith C.S. et al., Drug Development Res., 15, pp. 371-379
(1998). Un segundo método es alterar la estructura ciclica para estabilidad, tal como imidas y lactamas intercadena de
N a C (Ede et al., en Smith y Rivier (Eds.) “Peptides: Chemistry and Biology”, Escom, Leiden (1991), pp. 268-270).
Un ejemplo de esto se da en los compuestos similares a timopentina conformacionalmente restringidos, tal como los
divulgados en la patente de EE.UU. No. 4457489 (1985), Goldstein et al., la divulgacion de la cual se incorpora aqui
mediante referencia en su totalidad. Un tercer método es sustituir enlaces peptidicos en el péptido NTP por enlaces
pseudopetidicos que confieren resistencia a proteolisis. Se han descrito varios enlaces pseudopetidicos que en general
no afectan a la estructura y actividad bioldgica del péptido. Un ejemplo de esta aproximacién es sustituir enlaces pseu-
dopetidicos retro-inverso (“Biologically active retroinverso analogues of thymopentin”, Sisto A. et al., en Rivier, J.E. y
Marshall, G.R. (eds) “Peptides, Chemistry, Structure and Biology”, Escom, Leiden (1990), pp. 722-773) y Dalpozzo,
et al., (1993) Int. J. Peptide Protein Res., 41: 561-566. Segin esta modificacion, las secuencias de aminoacidos de los
péptidos pueden ser idénticas a las secuencias de los péptidos NTP descritos anteriormente, excepto que uno o mas de
los enlaces peptidicos se sustituye por un enlace pseudopeptidico retro-inverso. Preferiblemente se sustituye el enlace
peptidico mds N-terminal, ya que tal sustitucién conferird resistencia a proteolisis por exopeptidasas que actian en
el N-terminal. Se pueden hacer mds modificaciones sustituyendo los grupos quimicos de los aminodcidos por otros
grupos quimicos de estructura similar. Otro enlace pseudopeptidico adecuado que se sabe que aumenta la estabilidad
a la rotura enzimadtica sin o con poca pérdida de actividad bioldgica es el enlace pseudopeptidico isdstero reducido
(Couder et al., (1993) Int. J. Peptide Protein Res., 41: 181-184). De este modo, las secuencias de aminoacidos de estos
péptidos pueden ser idénticas a las secuencias de una proteina NTP, excepto que uno o mds de los enlaces peptidicos
se sustituye por un enlace pseudopeptidico isdstero. Preferiblemente se sustituye el enlace peptidico mads N-terminal,
ya que tal sustitucién conferird resistencia a proteolisis por exopeptidasas que actian en el N-terminal. La sintesis de
péptidos con uno o més enlaces pseudopeptidicos iséstero reducido es conocida en la técnica (Couder et al., (1993),
citado anteriormente). Otros ejemplos incluyen la introduccién de enlaces cetometileno o metilsulfuro para sustituir
enlaces peptidicos.

Los derivados peptoides de los péptidos NTP representan otra clase de péptido miméticos que mantienen los
determinantes estructurales importantes para la actividad biolégica, sin embargo eliminan los enlaces peptidicos,
confiriendo de esta manera resistencia a la proteolisis (Simon et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 9367-
9371). Los peptoides son oligémeros de glicinas N-sustituidas. Se han descritos varios grupos N-alquilo, cada uno
correspondiente a la cadena lateral de un aminoécido natural (Simon et al., (1992), citado anteriormente). Se susti-
tuyen alguno o todos los aminodcidos de la NTP con las glicinas N-sustituidas correspondientes a los aminoacidos
sustituidos.

El término “péptido D-inverso” se refiere a una proteina o péptido bioldgicamente activo que consiste en D-
aminodcidos dispuestos en orden inverso cuando se compran con la secuencia de L-aminodcidos de una proteina NTP,
fragmento, variante u homélogo. De este modo, el residuo carboxi terminal de una proteina NTP, fragmento, variante u
homélogo de L-aminodcidos, se convierte en el amino terminal para el péptido de D-aminodcidos y as{ sucesivamente.
Por ejemplo, el fragmento AD7c-NTP, HVGQAG, se convierte G4A4Q,GyV4Hy, donde Ay, Gy, Hy, Qq, ¥ Vg4 son los
D-aminoécidos correspondientes a las L-aminodcidos A, G, H, Q y V respectivamente.

El término “enantiémero” se refiere a una proteina o péptido biolégicamente activo donde uno o més de los residuos
de L-amino4cidos en la secuencia de aminodcidos de una proteina NTP, fragmento, variante u homélogo se sustituye
con el correspondiente residuo(s) de D-aminodcido.

Se puede referir a los aminodcidos y residuos de aminodcidos descritos aqui segtin el c6digo de una o de tres letras

aceptado que se proporciona a continuacion. A menos que se especifique de otra manera, estos aminodcidos o residuos
de aminodacidos estdn en la forma natural del estereoisémero L.
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TABLA III
Simbolo Simbolo
Aminodcido de una letra de tres letras
Alanina A Ala
Arginina R Arg
Asparagina N Asn
Acido aspartico D Asp
Cisteina C Cys
Glutamina Q Gln
Acido glutamico E Glu
Glicina G Gly
Histidina H His
Isoleucina I Ile
Leucina L Leu
Lisina K Lys
Metionina M Met
Fenilalanina F Phe
Prolina P Pro
Serina S Ser
Treonina T Thr
Triptdfano W Trp
Tirosina Y Tyr
Valina Vv Val

Preparacion de proteinas NTP y fragmentos

Las proteinas NTP (incluyendo AD7¢-NTP, fragmentos, variantes, derivados, y homdlogos) abarcadas por esta
invencién se pueden preparar utilizando métodos conocidos por los expertos en la materia, tal como tecnologia de
ADN recombinante, sintesis de proteinas y aislamiento de NTP y AD7c-NTP naturales y fragmentos y variantes de
las mismas.

Se puede preparar una proteina NTP utilizando métodos bien conocidos de tecnologia de ADN recombinante
tal como aquellos expuestos en Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. [1989]) y/o Ausubel et al., eds., Current Protocols in Molecular Biology,
Green Publishers Inc., y Wiley and Sons, N.Y. [1994].

Un gen o ADNc que codifica una proteina NTP se puede obtener por ejemplo mediante cribado de una genoteca
gendémica o de ADNc, o mediante amplificacién por PCR. Las sondas o cebadores ttiles para el cribado de la genoteca
se pueden generar basadas en informacién de secuencias para otros genes o fragmentos de genes conocidos de la
misma o de una familia de genes relacionada, tal como, por ejemplo, motivos conservados encontrados en otras
proteinas NTP. Ademds, en el caso de que se haya identificado un gen que codifica para una proteina NTP de una
especie, se puede utilizar todo o una parte de ese gen como sonda para identificar genes homdlogos de otras especies.
Las sondas o cebadores se pueden utilizar para cribar genotecas de ADNc de varias fuentes de tejidos que se cree que
expresan un gen NTP. Tipicamente, se emplearan condiciones muy rigurosas para el cribado para minimizar el niimero
de falsos positivos obtenidos del cribado.
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Otro medio para preparar un gen que codifica una proteina NTP es emplear sintesis quimica utilizando métodos
bien conocidos para el experto en la materia, tales como los descritos por Engels et al. (Angew. Chem. Intl. Ed.,
28: 716-734 [1989]). Estos métodos incluyen, entre otros, los métodos de fosfotriéster, la fosforamidita, y el H-
fosfonato para la sintesis de dcidos nucleicos. Un método preferido para tal sintesis quimica es la sintesis apoyada en
polimeros utilizando quimica de fosforamidita estandar. Tipicamente, el ADN que codifica una proteina NTP tendra
varios cientos de nucleétidos de longitud. Los dcidos nucleicos de més de alrededor de 100 nucleétidos de longitud se
pueden sintetizar en varios fragmentos utilizando estos métodos. Los fragmentos se pueden ligar después para formar
la proteina NTP de longitud completa. Normalmente, el fragmento de ADN que codifica el amino terminal de la
proteina tendrd un ATG, que codifica un residuo de metionina. Esta metionina puede estar o no presente en la forma
madura de la proteina NTP, dependiendo de si la proteina producida en la célula huésped se disefia para ser secretada
de esa célula.

El gen, ADNCc, o fragmento del mismo que codifica la proteina NTP se puede insertar en un vector de expresion o
amplificacién apropiado utilizando técnicas de ligacién estandar. El vector se selecciona tipicamente para ser funcional
en la célula huésped particular empleada (es decir, el vector es compatible con la maquinaria de la célula huésped de
modo que la amplificacién del gen y/o la expresion del gen puedan ocurrir). El gen, ADNc o fragmento del mismo
que codifica la proteina NTP se puede amplificar/expresar en células huésped procariotas, de levaduras, de insecto
(sistemas de baculovirus) y/o eucariotas. La seleccion de la célula huésped dependerd en parte de si la proteina NTP
se tiene que glicosilar y/o fosforilar. Si es asi, las células huésped de levadura, insecto o mamifero son preferibles.

Tipicamente, los vectores utilizados en cualquiera de las células huésped tendrdn una secuencia flanqueante en 5’
(también denominada como “promotor’) y otros elementos reguladores también tal como un potenciador(es), un ele-
mento de origen de replicacién, un elemento de terminacién de la transcripcidn, una secuencia de intrén completa que
contiene un sitio donante y aceptor de ayuste, una secuencia de péptido sefal, un elemento de sitio de unién a riboso-
ma, una secuencia de poliadenilacion, una regién multiple de clonacién para insertar el 4cido nucleico que codifica el
polipéptido que se va a expresar, y un elemento de marcador de seleccién. Cada uno de estos elementos se discute mas
adelante. Opcionalmente, el vector puede contener una secuencia “etiqueta”, esto es, un molécula de oligonucleé6tido
situada en el extremo 5 o 3’ de la secuencia codificante de la proteina NTP; la molécula de oligonucleétido codifica
poliHis (tal como hexaHis), u otra “etiqueta” tal como FLAG, HA (la hemaglutinina del virus de la gripe) o myc
para los que existen anticuerpos disponibles comercialmente. Esta etiqueta estd tipicamente fusionada al polipéptido
tras la expresion del polipéptido, y puede servir como medio para la purificacién por afinidad de la proteina NTP de
la célula huésped. La purificacién por afinidad se puede efectuar, por ejemplo, mediante cromatografia en columna
utilizando anticuerpos contra la etiqueta como una matriz de afinidad. Opcionalmente, la etiqueta se puede eliminar
posteriormente de la proteina NTP purificada por varios medios tal como utilizando ciertas peptidasas.

La bisagra y la region Fc de las inmunoglobulinas se podrian fusionar a cualquiera de los N-terminal o C-terminal
de la proteina NTP por el experto en la materia. La proteina de fusion de Fc posterior se podria purificar mediante el
uso de un columna de afinidad de Proteina A. Se sabe que Fc muestra una vida media farmacocinética larga in vivo y se
ha determinado que las proteinas fusionadas a Fc muestran una vida media in vivo sustancialmente mds larga que los
homélogos no fusionados. Ademas, la fusién a la regién Fc permite la dimerizacién/multimerizacién de la molécula
que puede ser ttil para la bioactividad de algunas moléculas.

La secuencia flanqueante en 5’ puede ser homoéloga (es decir, de la misma especie y/o cepa que la célula huésped),
heter6loga (esto es, de especies diferentes a la especie o cepa de la célula huésped), hibrida (es decir, una combinacién
de secuencias flanqueantes en 5’ de mds de una fuente), sintética, o puede ser la secuencia flanqueante en 5’ natural del
gen de la proteina NTP. Como tal, la fuente de la secuencia flanqueante en 5’ puede ser cualquier organismo unicelular
procariota o eucariota, cualquier organismo vertebrado o invertebrado, o cualquier planta, siempre que la secuencia
flanqueante en 5° sea funcional en, y pueda ser activada por, la maquinaria de la célula huésped.

Las secuencias flanqueantes en 5’ utiles en los vectores de esta invencién se pueden obtener mediante cualquiera de
los varios métodos bien conocidos en la técnica. Tipicamente, las secuencias flanqueantes en 5’ ttiles aqui diferentes
de las secuencias flanqueantes del gen de NTP se habrdn identificado previamente mediante mapeo y/o mediante
digestion por endonucleasas de restriccion y se pueden aislar de esta forma de la fuente de tejido adecuada utilizando
las endonucleasas de restriccion adecuadas. En algunos casos, la secuencia completa de nucleétidos de la secuencia
flanqueante en 5’ puede ser conocida. Aqui, la secuencia flanqueante en 5’ se puede sintetizar utilizando los métodos
descritos anteriormente para la sintesis de dcidos nucleicos o clonacién.

En el caso de que se conozca toda o parte de la secuencia flanqueante en 5’, se puede obtener utilizando PCR
y/o mediante cribado de una genoteca genémica con los oligonucleétidos adecuados y/o fragmentos de las secuencias
flanqueantes en 5° de la misma u otras especies.

En el caso de que la secuencia flanqueante en 5’ no sea conocida, se puede aislar un fragmento de ADN que conten-
ga la secuencia flanqueante en 5’ a partir de un trozo mayor de ADN que puede contener, por ejemplo, una secuencia
codificante o incluso otro gen o genes. El aislamiento se puede llevar a cabo mediante digestién con endonucleasas de
restriccion utilizando una o mas enzimas cuidadosamente seleccionadas para aislar el fragmento de ADN apropiado.
Después de la digestion, se puede aislar el fragmento deseado mediante purificacion en gel de agarosa, columna de
Quiagen.RTM u otros métodos conocidos para el experto en la materia. La seleccién de las enzimas adecuadas para
lograr este proposito serd en seguida obvia para el experto en la materia.
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El elemento de origen de replicacién es tipicamente una parte de los vectores de expresién procariotas que se
adquieren comercialmente, y ayuda en la amplificacion del vector en una célula huésped. La amplificacion del vector
hasta un cierto nimero de copias puede, en algunos casos, ser importante para una éptima expresion de la proteina
NTP. Si el vector de eleccién no contiene un sitio de origen de replicacion, se puede sintetizar uno quimicamente
basado en una secuencia conocida, y ligarlo en el vector. El elemento de terminacién de la transcripcion tipicamente
esta situado en el extremo 3’ de la secuencia codificante de la proteina NTP y sirve para terminar la transcripcion de
la proteina NTP. Normalmente, el elemento de terminacién de la transcripcion en células procariotas en un fragmento
rico en G-C seguido por una secuencia de poli T. Aunque que el elemento se clona facilmente a partir de una genoteca
o incluso se adquiere comercialmente como parte de un vector, también se puede sintetizar ficilmente utilizando
métodos para la sintesis de dcidos nucleicos tales como los descritos anteriormente.

Un elemento de un gen marcador de seleccién codifica una proteina necesaria para la supervivencia y crecimiento
de una célula huésped en un medio de cultivo selectivo. Los genes marcadores de seleccion tipicos codifican proteinas
que (a) confieren resistencia a antibidticos u otras toxinas, por ejemplo ampicilina, tetraciclina, o kanamicina para
células procariotas, (b) complementan deficiencias auxotréficas de las células; o (c) proporcionan nutrientes criticos
no disponibles de medios complejos. Los marcadores de seleccidn preferidos son el gen de resistencia a kanamicina,
el gen de resistencia a ampicilina, y el gen de resistencia a tetraciclina.

El elemento de unién al ribosoma, comiinmente llamado secuencia Shine-Dalgarno (procariotas) o secuencia Ko-
zak (eucariotas), normalmente es necesario para la iniciacion de la traducciéon del ARNm. El elemento estd tipicamente
localizado en 3’ respecto al promotor y 5’ respecto a la secuencia codificante de la proteina NTP que se va a sinte-
tizar. La secuencia Shine-Dalgarno varia pero es tipicamente una polipurina (es decir, que tiene un alto contenido en
A-G). Se han identificado muchas secuencias Shine-Dalgarno, cada una de las cuales se puede sintetizar facilmente
utilizando los métodos explicados anteriormente y ser utilizadas en un vector procariota.

En aquellos casos en los que se quiere que la proteina NTP se secrete de la célula huésped, se puede utilizar una
secuencia sefial para dirigir la proteina NTP fuera de la célula huésped donde se sintetiza, y la parte carboxi-terminal
de la proteina se puede delecionar para prevenir el anclaje a la membrana. Tipicamente, la secuencia sefial se sitia en
la region codificante del gen o ADNc de NTP, o directamente en el extremo 5° de la region codificante del gen de NTP.
Se han identificados muchas secuencias sefial, y se puede utilizar cualquiera de ellas que sea funcional en la célula
huésped seleccionada conjuntamente con el gen o ADNc de NTP. Por lo tanto, la secuencia sefial puede ser homéloga
o heterdloga al gen o ADNc de NTP, y puede ser homologa o heteréloga al gen o ADNc de NTP. Ademds, la secuencia
sefial se puede sintetizar quimicamente utilizando los métodos expuestos anteriormente. En la mayoria de los casos, la
secrecion del polipéptido de la célula huésped a través de la presencia de un péptido sefial resultard en la eliminacién
de la metionina amino terminal del polipéptido.

En muchos casos, la transcripcion de un gen o ADNc de NTP aumenta por la presencia de uno o mds intrones
en el vector; esto es particularmente cierto en el caso de que la proteina NTP se produzca en células huéspedes
eucariotas, especialmente en células de mamifero. Los intrones utilizados pueden ser naturales dentro del gen de NTP,
especialmente en el caso en que el gen utilizado sea una secuencia genémica de longitud completa o un fragmento de
la misma. En el caso de que el intrén no sea natural dentro del gen (como para la mayoria de los ADNCc), el intrén(es)
se puede obtener de otra fuente. La posicién del intrén respecto a la secuencia flanqueante y el gen de NTP es en
general importante, ya que el intrén se debe transcribir para ser efectivo. Como tal, en el caso de que el gen de NTP
insertado en el vector de expresion sea una molécula de ADNc, la posicién preferida para el intrén es de 3’ respecto al
sitio de inicio de la traduccién, y 5° respecto a la secuencia poliA de terminacién de la transcripcion. Preferiblemente
para el ADNc de NTP, el intrén o intrones estardn localizados a un lado u otro (esto es, 5° 6 3°) del ADNc de modo que
no interrumpa la secuencia codificante. Se puede utilizar cualquier intrén de cualquier fuente, incluyendo cualquier
organismo viral, procariota y eucariota (planta o animal), para practicar esta invencién, siempre que sea compatible
con la célula huésped en la que se introduce. También se incluyen aqui intrones sintéticos. Opcionalmente, se puede
utilizar en el vector mds de un intrén.

En el caso de que uno o mds de los elementos expuestos anteriormente no estén ya presentes en el vector que se va
utilizar, se deben obtener individualmente y ligarse en el vector. Los métodos utilizados para obtener cada uno de los
elementos son bien conocidos para el experto en materia y son comparables a los métodos explicados anteriormente
(esto es, sintesis de ADN, cribado de genoteca, y similares).

Los vectores finales utilizados para practicar esta invencion se construyen tipicamente de vectores de partida tal
como un vector disponible comercialmente. Tales vectores pueden contener o no alguno de los elementos que se deben
incluir en los vectores completos. Si ninguno de los elementos deseados estd en el vector de partida, cada elemento
se debe ligar individualmente en el vector cortando el vector con la(s) endonucleasa(s) de restriccién adecuada(s) de
modo que los extremos del elemento que se va a ligar y los extremos del vector sean compatibles para ligacién. En
algunos casos, puede ser necesario “hacer romos” los extremos a ligar para obtener una ligacion satisfactoria. Hacer
los extremos romos se logra rellenando primero los “extremos cohesivos” utilizando ADN polimerasa de Klenow o
ADN polimerasa de T4 en presencia de los cuatro nucleétidos. Este procedimiento es bien conocido en la técnica
y se describe por ejemplo en Sambrook et al., supra. Alternativamente, se pueden ligar primero entre si dos o mas
de los elementos a insertar en el vector (si van a estar localizados de forma adyacente) y después se ligan en el
vector.
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Otro método de construir el vector es realizar todas las ligaciones de los diferentes elementos simultineamente en
una sola mezcla de reaccidon. Aqui, se generardn muchos vectores sin sentido o no funcionales debido a la ligacién
incorrecta o a la insercién de elementos, sin embargo el vector funcional se puede identificar y seleccionar mediante
digestion con endonucleasas de restriccion.

Los vectores preferidos para practicar esta invencion son aquellos que son compatibles con células huésped bacte-
rianas, de insecto, y de mamifero. Tales vectores incluyen, entre otros, pCRII, PCR3 y pcDNA3.1 (Invitrogen Com-
pany, San Diego, Calif.), pBSII (Stratagene Company, La Jolla, Calif.), pET15b (Novagen, Madison, Wis.) PGEX
(Pharmacia Biotech, Piscataway, N.J.), pPEGFP-N2 (Clontech, Palo Alto, Calif.), pETL (BlueBacll; Invitrogen), y
pFastBacDual (Gibco/BRL, Grand Island, N.Y.).

Después de que se ha construido el vector y la molécula de 4cido nucleico que codifica la proteina NTP de longitud
completa o truncada se ha insertado en el sitio adecuado del vector, el vector completo se debe introducir en una célula
huésped adecuada para amplificacién y/o expresion del polipéptido. Las células huésped pueden ser células huésped
procariotas (tal como E. coli) o células huésped eucariotas (tal como una célula de levadura, una célula de insecto,
o una células de vertebrado). La célula huésped, cuando se cultiva en las condiciones adecuadas, puede sintetizar la
proteina NTP que se puede recoger posteriormente del medio de cultivo (si la célula huésped la secreta al medio) o
directamente de la célula huésped que la produce (si no se secreta).

Después de la recogida, se puede purificar la proteina NTP utilizando métodos tales como cromatografia de ex-
clusién molecular, cromatografia de afinidad, y similares. La seleccion de la célula huésped para la produccién de
la proteina NTP dependerd en parte en si la proteina NTP se debe glicosilar o fosforilar (en cuyo caso se prefieren
células huésped eucariotas), y la forma en que la células huésped es capaz de “plegar” la proteina en su estructura
terciaria nativa (por ejemplo, orientacién adecuada de los puentes disulfuro, etc.) de modo que se prepara una proteina
biolégicamente activa mediante la proteina NTP que tiene actividad biolégica, la proteina NTP se puede “plegar” des-
pués de la sintesis utilizando las condiciones quimicas adecuadas como se discute mds adelante. Las células o lineas
celulares adecuadas pueden ser células de mamifero, tal como células de ovario de hamster chino (CHO), células de
rifién embrionario humano (HEK)293 o 293T, o células 3T3. La seleccidn de células huésped de mamifero adecuadas
y los métodos de transformacioén, cultivo, amplificacién, cribado y produccién y purificacién del producto son cono-
cidos en la técnica. Otras lineas celulares de mamifero adecuadas son las lineas celulares de mono COS-1 y COS-
7,y la linea celular CV-1. Células huésped de mamifero ejemplares adicionales incluyen lineas celulares de primates
y lineas celulares de roedores, incluyendo lineas celulares transformadas. También son adecuadas células diploides
normales, cepas celulares derivadas de cultivo in vitro de tejidos primarios, asi como explantes primarios. Las células
candidatas pueden genotipicamente deficientes en el gen de seleccidn, o pueden tener genes de seleccion que actiian
de forma dominante. Otras lineas celulares de mamiferos adecuadas incluyen pero no estdn limitadas a, células de
neuroblastoma de ratéon N2A, HeL a, células de ratén L-929, lineas de 3T3 derivadas de ratones Swiss, Balb-c o NIH,
lineas celulares de hdmster HaK.

Similarmente utiles como células huésped adecuadas para la presente invencion son las células bacterianas. Por
ejemplo, las varias cepas de E. coli (por ejemplo, HB101, DHS.alpha, DH10 y MC1061) son bien conocidas como
células huésped en el campo de la biotecnologia. También se pueden utilizar en este método varias cepas de B. subtilis,
Pseudomonas spp., otras Bacillus spp., Streptomyces spp. y similares. Muchas cepas de células de levadura conocidas
para los expertos en la materia estdn también disponibles como células huésped para la expresion de los polipéptidos
de la presente invencion.

Ademads, si se desea, se pueden utilizar sistemas de células de insecto en los métodos de la presente invencion.
Tales sistemas se describen por ejemplo en Kitts et al. (Biotechniques, 14: 810-817 [1993]), Lucklow (Curr. Opin.
Biotechnol., 4: 564-572 [1993]) y Lucklow et al. (J. Virol., 67: 4566-4579 [1993]). Las células de insecto preferidas
son Sf-9 y Hi5 (Invitrogen, Carlsbad, Calif.).

La inserci6n (también denominada como “transformacién” o “transfeccién”) del vector en la célula huésped selec-
cionada se puede llevar a cabo utilizando métodos como cloruro de calcio, electroporacién, microinyeccién, lipofec-
cién o el método del DEAE-dextrano. El método seleccionado estard en parte en funcién del tipo de célula huésped
que se va a utilizar. Estos métodos y otros métodos adecuados son bien conocidos para el experto en la materia, y se
explican, por ejemplo, en Sambrook et al., supra.

Las células huésped que contienen el vector (es decir, transformadas o transfectadas) se pueden cultivar utilizando
medios estdndar bien conocidos para el experto en la materia. Los medios contendrdn normalmente todos los nutrientes
necesarios para el crecimiento y supervivencia de las células. Medios adecuados para cultivar células de E. coli son
por ejemplo, Luria Broth (LB) y/o Terrific Broth (TB). Medios adecuados para cultivar células eucariotas son RPMI
1640, MEM, DMEM, todos ellos pueden ser suplementados con suero y/o factores de crecimiento segtin lo requiera
la linea celular particular que se cultiva. Un medio adecuado para cultivos de insecto es medio de Grace suplementado
con extracto de levadura, hidrolizado de lactoalbimina, y/o suero fetal de ternera seglin sea necesario. Tipicamente,
solo se afiade un antibidtico u otro compuesto ttil para el crecimiento selectivo de las células transformadas como
un suplemento al medio. El compuesto que se va a utilizar estard dictado por el elemento de marcador de seleccién
presente en el plasmido con el que se a va transformar la célula huésped. Por ejemplo, en el caso de que el elemento
de marcador de seleccidn sea resistencia a kanamicina, el compuesto afiadido al medio de cultivo serd kanamicina.
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La cantidad de proteina NTP producida en la célula huésped se puede evaluar utilizando métodos estandar co-
nocidos en la técnica. Tales métodos incluyen, sin limitacidn, andlisis por inmunotransferencia, electroforesis en gel
poliacrilamida con SDS, electroforesis en gel en condiciones no desnaturalizantes, separacién por HPLC, inmunopre-
cipitacidn, y/o ensayos de actividad tal como ensayos de desplazamiento en gel de unién de ADN.

Si la proteina NTP se ha disefiado para que se secrete de la célula huésped, 1a mayoria de la proteina NTP se puede
encontrar en el medio de cultivo de las células. Las proteinas preparadas de esta manera tipicamente no tendrdn una
metionina amino terminal, ya que se elimina durante la secrecion de la célula. Si sin embargo, la proteina NTP no se
secreta de la célula huésped, estard presente en el citoplasma y/o en el nicleo (para células huésped eucariotas) o en
el citosol (para células huésped bacterias gram negativas) y puede tener una metionina amino terminal.

Para la proteina NTP situada en el citoplasma y/o nicleo de la célula huésped, tipicamente las células huésped se
rompen primero mecanicamente o con detergente para liberar los contenidos intracelulares a una solucién tamponada.
La proteina NTP se puede después aislar de esta solucién.

La purificacién de la proteina NTP de la solucién se puede llevar a cabo utilizando varias técnicas. Si la proteina
se ha sintetizado de modo que contenga una etiqueta tal como hexaHistidina (Proteina NTP/hexaHis) u otros péptidos
pequeiios tal como FLAG (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI) o péptido de unién a calmodulina (Stratagene, La Jolla, CA)
en su carboxilo o amino terminal, se puede purificar esencialmente en un proceso de un solo paso pasando la solucién
a través de una columna de afinidad donde la matriz de la columna tiene alta afinidad por la etiqueta o por la proteina
directamente (esto es, un anticuerpo monoclonal que reconoce especificamente la proteina NTP). Por ejemplo, la
polihistidina se une con gran afinidad y especificidad a niquel, zinc y cobalto de este modo se puede utilizar para la
purificacion de proteina NTP/poliHis la cromatografia de afinidad con el i6n metalico inmovilizado que utiliza resinas
de afinidad basadas en niquel (como se usan en el sistema QIAexpress de Qiagen o el sistema Xpress de Invitrogen)
o resinas de afinidad basadas en cobalto (como se usan en el sistema Talon de BD Bioscienc-CLONTECH). (Ver por
ejemplo, Ausubel et al., eds., Current Protocols in Molecular Biology, Seccién 10.11.8, John Wiley & Sons, Nueva
York [1993]).

En el caso de que la proteina NTP de prepare sin una etiqueta unida, y no haya anticuerpos disponibles, se pue-
den utilizar para la purificacion otros procedimientos bien conocidos. Tales procedimientos incluyen, sin limitaciones,
cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de hidroxiapatita, cromatografia de interaccién hidrofébica, cro-
matografia de exclusién molecular, HPLC, electroforesis en gel nativo en combinacién con elucién en gel, e isoelec-
troenfoque preparativo (maquina/técnica “Isoprime”, Hoefer Scientific). En algunos casos, se pueden combinar dos o
mads de estas técnicas para alcanzar un aumento en la pureza.

Si se prevé que la proteina NTP se encontrard principalmente intracelularmente, el material intracelular (inclu-
yendo los cuerpos de inclusiéon para las bacterias gram negativas) se puede extraer de la célula huésped utilizando
cualquier técnica estdndar conocida para el experto en la materia. Por ejemplo, las células huésped se pueden lisar
para liberar el contenido del citoplasma/periplasma mediante prensa francesa, homogenizacidon, y/o sonicacién segui-
da por centrifugacién. Si la proteina NTP ha formado cuerpos de inclusién en el citosol, los cuerpos de inclusién se
pueden unir con frecuencia a las membranas celulares internas y/o externas y de esta manera se encontrard principal-
mente en el material sedimentado después de la centrifugacion. El material sedimentado se puede entonces tratar a pH
extremos o con agentes caotrdpicos tal como detergente, guanidina, derivados de guanidina, urea, o derivados de urea
en presencia de un agente reductor tal como ditiotreitol a pH alcalino o tris carboxietil fosfina a pH 4cido para liberar,
romper, y solubilizar los cuerpos de inclusién. La proteina NTP en su ahora forma soluble se puede analizar utilizando
electroforesis, inmunoprecipitacién o similares. Si se desea aislar la proteina NTP, el aislamiento se puede realizar
utilizando métodos estdndar tal como aquellos expuestos mds adelante y en Marston et al. (Meth. Enz., 182: 264-275
[1990]). En algunos casos, la proteina NTP puede no ser bioldgicamente activa tras el aislamiento. Se pueden utilizar
varios métodos para “replegar” o convertir el polipéptido a su estructura terciaria y generar puentes disulfuro, para
restablecer su actividad bioldgica. Tales métodos incluyen exponer el polipéptido solubilizado a un pH normalmente
por encima de 7 y en presencia de una concentracién particular de un agente caotrépico. La seleccion del agente cao-
tropico es muy similar a las elecciones utilizadas para la solubilizacién de los cuerpos de inclusiéon pero normalmente
a una concentracién menor y no es necesariamente el mismo agente caotrépico que el que se utiliza para la solubili-
zacion. En la mayoria de los casos la solucién de replegamiento/oxidacion también contendrd un agente reductor o el
agente reductor mas su forma oxidada en una proporcion especifica para generar un potencial redox que permita que se
produzca la reordenacion de disulfuros en la formacion de los puentes de cisteina de la proteina. Algunos de los pares
redox utilizados incluyen cisteina/cistamina, glutation (GSH)/ditiobis GHS, cloruro ctprico, ditiotreitol (DTT)/ditiano
DTT, 2-mercaptoetanol (bME)/ditio-bME. En muchos casos es necesario un cosolvente para aumentar la eficacia del
replegamiento y los reactivos mas comunes utilizados para este propésito incluyen glicerol, polietilenglicol de varios
pesos moleculares, y arginina.

Si los cuerpos de inclusién con proteina NTP no se forman en un grado significativo en la célula huésped, la
proteina NTP se encontrard principalmente en el sobrenadante después de la centrifugacién del homogenado celular,
y la proteina NTP se puede aislar del sobrenadante utilizando métodos como los que se explican a continuacion.

En aquellas situaciones donde es preferible aislar parcial o totalmente la proteina NTP, la purificaciéon se puede
llevar a cabo utilizando métodos estdndar bien conocidos para el experto en la materia. Tales métodos incluyen, sin
limitacidn, separacién mediante electroforesis seguida por electroelucidn, varios tipos de cromatografia (inmunoafini-
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dad, exclusién molecular, y/o intercambio i6nico), y/o cromatografia liquida de alta presién. En algunos casos, puede
ser preferible utilizar més de uno de estos métodos para completar la purificacion.

Ademds de preparar y purificar la proteina NTP utilizando técnicas de recombinacién de ADN, las proteinas NTP
y sus derivados se pueden preparar mediante métodos de sintesis quimica (tal como sintesis de péptidos en fase solida)
utilizando métodos conocidos en la técnica tal como aquellos expuestos por Merrifield et al (J. Am. Chem. Soc., 85:
2149 [1963]), Houghten et al., (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 5132 [1985]), y Stewart y Young (Solld Phase Peptlde
Synthesm Pierce Chemical Co Rockford, I11. [1984]). Tales polipéptidos se pueden sintetizar con o sin una metionina
en el amino terminal. Las proteinas NTP sintetizadas quimicamente se pueden oxidar utilizando métodos explicados
en estas referencias para formar puentes disulfuro. Se espera que las proteinas NTP tengan una actividad bioldgica
comparable a las proteinas NTP producidas de forma recombinante o purificadas de fuentes naturales, y de este modo
se puedan utilizar de forma intercambiable con la proteina NTP recombinante o natural.

Las composiciones de proteina NTP modificada quimicamente en las que la proteina NTP estd unida a un polimero
se incluyen en el dmbito de la presente invencidn. El polimero seleccionado es tipicamente soluble en agua de modo
que la proteina a la que estd unido no precipita en un entorno acuoso, tal como el entorno fisiolégico. El polimero
seleccionado estd normalmente modificado para tener un tnico grupo reactivo, tal como un éster activo para acilacién
o un aldehido para alquilacién, de modo que el grado de polimerizacién se puede controlar como se proporciona en
los métodos presentes. El polimero puede ser de cualquier peso molecular, y puede estar ramificado o no ramificado.
Dentro del &mbito de los polimeros de proteina NTP se incluye una mezcla de polimeros.

En algunos casos, puede ser deseable preparar variantes de dcidos nucleicos y/o aminodcidos de las proteinas NTP
naturales. Las variantes de 4cido nucleico se pueden producir utilizando mutacién dirigida, amplificacién por PCR,
u otros métodos apropiados, donde el/los cebador/es tienen las mutaciones puntuales deseadas (ver Sambrook et al.,
supra, y Ausubel et al., supra, para descripciones de las técnicas de mutagénesis). También se puede utilizar sintesis
quimica usando los métodos descritos por Engels et al., supra, para preparar tales variantes. También se pueden utilizar
otros métodos conocidos por el experto en la materia.

Las variantes de dcido nucleico preferidas son aquellas que contienen sustituciones de nucleétidos que responden
a la preferencia de codén en la célula huésped que se utiliza para producir la proteina NTP. Tal “optimizacién de co-
dén” se puede determinar a través de algoritmos de ordenador que incorporan tablas de frecuencia de codones tal como
“Ecohigh.Cod” para la preferencia de codones de genes bacterianos altamente expresados proporcionado por el paque-
te de la Universidad de Wisconsin Version 9.0, Genetics Computer Group, Madison, Wis. Otras tablas de frecuencia
de codones ttiles incluyen “Celegans_high.cod”, “Celegans_low.cod”, “Drosophila_high.cod”, “Human_high.cod”,
“Maize_high.cod” y “Yeast_high.cod”. Otras variantes preferidas son aquellas que codifican cambios conservadores
de aminodcidos como se ha descrito anteriormente (por ejemplo, en donde la carga o polaridad de la cadena lateral del
aminodcido natural no se altera sustancialmente mediante sustitucién con un aminodcido diferente) comparado con el
salvaje, y/o aquellos disefiados para generar un sitio(s) nuevo de glicosilacién y/o fosforilacién o aquellos disefiados
para delecionar un sitio(s) existente de glicosilacion y/o fosforilacion.

Los fragmentos, homélogos, variantes, derivados de NTP y sales de los mismo se pueden hacer utilizando técnicas
convencionales de sintesis de péptidos conocidas para los expertos en la materia. Estas técnicas incluyen métodos de
acoplamiento quimico (cf. Wunsch, E: “Methoden der organischen Chemie”, Volumen 15, Nimeros 142, Synthese von
Peptiden, Thime Verlag, Stuttgart (1974), y Barrany, G.; Marrifield, R.B.: “The Peptides”, eds. E. Gross, J. Meienhofer,
Volumen 2, Capitulo 1, pp. 1-284, Academic Press (1980)), métodos de acoplamiento enzimatico (cf. Widmer, F.,
Johansen, J.T. Carlberg Res. Commun., Vol. 44, pp. 37-46 (1979), y Kullmann, W.: “Enzymatic Peptide Synthesis”,
CRC Pres Inc., Boca Raton, Fla (1987), y Widmer, F., Johansen, J.T. en “Synthetic Peptides in Biology and Medicines”,
eds. Alitalo, K., Partanen, P., Vatieri, A. pp. 79-86, Elsevier, Amsterdam (1985)), o una combinacién de métodos
quimicos y enzimdticos si esto tiene ventajas para el proceso de disefio y economia. Los expertos en la materia son
capaces de variar la secuencia peptidica de la proteina NTP para hacer un homoélogo que tiene la misma o similar
actividad biolégica (bioactividad) que la proteina NTP original o nativa.

Existen ventajas claras para utilizar un mimético de una proteina NTP dada mas que la proteina misma, porque
las proteinas normalmente muestran dos propiedades indeseables: (1) biodisponibilidad baja; y (2) duracién de accién
corta. Los péptidos miméticos ofrecen una via alrededor de estos dos obsticulos principales, ya que las moléculas
referidas son lo suficientemente pequefas tanto para estar disponibles mas ampliamente como para tener una duracién
de accidn larga. Ademds, los péptidos miméticos son mucho mds baratos de producir que las proteinas y péptidos.
Finalmente, existen problemas asociados con la estabilidad, almacenamiento, e inmunoreactividad para proteinas y
péptidos que no se experimentan con péptido miméticos.

De esta manera los péptidos NTP descritos anteriormente tienen utilidad en el desarrollo de tales compuestos qui-
micos pequefios con actividades biolégicas similares y por lo tanto con utilidades terapéuticas similares. Se pueden
desarrollar péptido miméticos de los péptidos NTP utilizando técnicas de quimica combinatoria y otras técnicas cono-
cidas en la técnica (ver por ejemplo Proceedings of the 20th European Peptide Symposium, ed. G. Jung, E. Bayer, pp.
289-336, y las referencias allf).

Los ejemplos de métodos para modificar estructuralmente un péptido conocidos en la técnica para crear un péptido
mimético incluyen la inversion de los centros quirales del esqueleto produciendo estructuras de D-aminodcidos que
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pueden, particularmente en el N-terminal, llevar a un aumento en la estabilidad para la degradacién proteolitica sin
afectar negativamente a la actividad. Se da un ejemplo en el articulo “Tritriated D-ala.sup.1-Peptide T Binding”, Smith
C.S. et., Drug Development Res. 15, pp.371-379 (1998).

Un segundo método es alterar la estructura ciclica para estabilidad, tal como iminas y lactamas de intercadena N a
C (Ede et al., en Smith y Rivier (Eds.) “Peptides: Chemistry and Biology”, Escom, Leiden (1991), pp. 268-270). Se da
un ejemplo en los compuestos similares a timopentina conformacionalmente restringidos, tales como los divulgados
en la Patente de EE.UU. No. 4457489 (1985), Golstein, G. et al.

Un tercer método es sustituir enlaces peptidicos en el péptido NTP por enlaces pseudopetidicos que confieren re-
sistencia a la proteolisis. Se han descritos varios enlaces pseudopeptidicos que en general no afectan a la estructura
y actividad biolégica del péptido. Un ejemplo de esta aproximacion es sustituir los enlaces pseudopeptidicos retro-
inversos (“Biologically active retroinverso analogues of tymopentin”, Sisto A. et al., en Rivier, J.E. y Marshall, G.R.
(eds) “Peptides, Chemistry, Structure and Biology”, Escom, Leiden (1990), pp. 722-773) y Dalpozzo et al., (1993), Int.
J. Peptide Protein Res, 41: 561-566. Segun esta modificacion, las secuencias de aminoécidos de los péptidos pueden
ser idénticas a las secuencias de los péptidos NTP descritas anteriormente, excepto que uno o mas de los enlaces pep-
tidicos se sustituyen por un enlace pseudopeptidico retro-inverso. Preferiblemente se sustituye el enlace peptidico més
N-terminal, ya que tal sustitucion conferira resistencia a la proteolisis por exopeptidasas que actian en el N-terminal.

La sintesis de péptidos con uno o mds enlaces pseudopeptidicos retro-inverso reducidos se conoce en la técnica
(Sisto (1990) y Dalpozzo et al., (1993), citados anteriormente). De este modo, los enlaces peptidicos se pueden sus-
tituir por enlaces no peptidicos que permiten que el péptido mimético adopte una estructura similar, y por lo tanto
actividad bioldgica, al péptido original. También se pueden hacer otras modificaciones cambiando grupos quimicos de
los aminodcidos por otros grupos quimicos de estructura similar. Otro enlace pseudopeptidico que se sabe que aumenta
la estabilidad a la rotura enzimética sin o con una pequefia pérdida de actividad biolégica es el enlace pseudopeptidico
is6stero reducido (Couder et al., (1993), Int. J. Peptide Protein Res, 41: 181-184). De esta manera, las secuencias
de aminodcidos de estos péptidos pueden ser idénticas a las secuencias de los péptidos NTP descritas anteriormente,
excepto que uno o mds de los enlaces peptidicos se sustituyen por un enlace pseudopeptidico iséstero. Preferible-
mente se sustituye el enlace peptidico mas N-terminal, ya que tal sustitucion conferira resistencia a la proteolisis por
exopeptidasas que actiian en el N-terminal. La sintesis de péptidos con uno mas enlaces pseudopeptidicos isdsteros re-
ducidos se conoce en la técnica (Couder et al., (1993), citado anteriormente). Otros ejemplos incluyen la introduccién
de enlaces cetometileno o metilsulfuro para sustituir enlaces peptidicos.

Los derivados peptoides de los péptidos NTP representan otra clase de péptidos miméticos que mantienen los
determinantes estructurales importantes para la actividad biolégica, sin embargo elimina los enlaces peptidicos, con-
firiendo de esta manera resistencia a proteolisis (Simon, et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 9367-9371). Los
peptoides son oligémeros de glicinas N-sustituidas. Se han descrito varios grupos N-alquilo, cada uno correspondiente
a la cadena lateral de un aminodcido natural (Simon ef al., (1992), citado anteriormente). Se sustituyen alguno o todos
los aminoécidos del NTP con la glicina N-sustituida correspondiente al aminodcido sustituido.

Se puede ayudar al desarrollo de péptidos miméticos determinando la estructura terciaria del péptido NTP original
mediante espectroscopia de RMN, cristalografia y/o modelado molecular asistido por ordenador. Estas técnicas ayudan
en el desarrollo de composiciones nuevas de mayor potencia y/o mayor biodisponibilidad y/o mayor estabilidad que
la del péptido original (Dean (1994), BioEssays, 16: 683-687; Cohen y Shatzmiller (1993), J. Mol. Graph., 11: 166-
173; Wiley y Rich (1993), Med. Res. Rev., 13: 327-384; Moore (1994), Trends Pharmacol. Sci., 15: 124-129; Hruby
(1993), Biopolymers, 33: 1073-1082; Bugg et al., (1993), Sci Am., 269: 92-98).

Una vez que se ha identificado un compuesto péptido mimético potencial, se puede sintetizar y ensayar utilizando
métodos explicados en los ejemplos posteriores para evaluar su actividad. Los compuestos péptidos miméticos obte-
nidos por los métodos anteriores, que tienen la actividad bioldgica de los péptidos NTP y estructura tridimensional
similar, se abarcan en esta invencidn. Sera en seguida obvio para el experto en la materia que un péptido mimético se
puede generar a partir de cualquier péptido NTP que lleve uno o mas de las modificaciones descritas anteriormente. Se-
rd ademads evidente que los péptidos miméticos de esta invencion se pueden utilizar adicionalmente para el desarrollo
de compuestos no peptidicos incluso mds potentes, ademds de su utilidad como compuestos terapéuticos.

Trastornos a ser tratados

La presente invencidn se dirige al uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de la cadena neural
para la produccién de una composicién para tratar tumores.

Los tumores a ser tratados pueden ser tumores benignos y malignos, por ejemplo tumores de pulmén, mama, es-
témago, pancreas, prostata, vejiga, hueso, ovario, piel, rifién, seno, colon, intestino, estomago, recto, eséfago, sangre,
cerebro y sus recubrimientos, médula espinal y sus recubrimientos, musculo, tejido conjuntivo, glandula suprarre-
nal, paratiroides, tiroides, utero, testiculo, pituitaria, érganos reproductores, higado, vesicula biliar, ojo, oido, nariz,
garganta, amigdalas, boca, nédulos linfaticos y sistema linfatico, y otros 6rganos.

Como se usa aqui, el término “tumor maligno” se propone que abarque todas las formas de carcinomas, sarcomas
y melanomas humanos que se dan en las formas poco diferenciada, moderadamente diferenciada y bien diferenciada.
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Esta invencion satisface la necesidad en la técnica para composiciones que pueden eliminar tumores benignos con
menos riesgo y menos de los efectos secundarios indeseables de la cirugfa. Se necesita particularmente una composi-
cién para eliminar tumores benignos en zonas quirdrgicamente dafiinas tal como localizaciones profundas en el cuerpo
(por ejemplo, cerebro, corazén, pulmones y otros).

La composicién para tratar tumores se puede utilizar conjuntamente con métodos convencionales para tratar tales
trastornos, tal como escision quirdrgica, quimioterapia, y radiacion. Se puede administrar NTP antes, durante o después
de tales tratamientos convencionales.

Composiciones de NTP

El uso de proteinas NTP para la produccién de una composicién estd en el ambito de la presente invencion. Tales
composiciones pueden comprender una cantidad terapéuticamente eficaz de proteina NTP mezclado con un soporte
farmacéuticamente aceptable. El material de soporte puede ser agua para inyeccion, preferiblemente suplementada con
otros materiales comunes en soluciones para la administraciéon a mamiferos. Tipicamente, una proteina NTP para uso
terapéutico se administrard en forma de una composicién que comprende la proteina NTP purificada conjuntamente
con uno o mds soportes, excipientes o diluyentes fisioldgicamente aceptables. Soportes ejemplarmente apropiados son
soluciones salinas neutras tamponadas o solucién salina mezclada con seroalbimina. Preferiblemente, el producto se
formula como un liofilizado utilizando los excipientes apropiados (por ejemplo, sacarosa). Se pueden incluir si se
desea, otros soportes, diluyentes y excipientes estandar. Otras composiciones de ejemplo comprenden tampén Tris
de alrededor de pH 7.0-8.5, o tampén acetato de alrededor de pH 4.0-4.5, que pueden incluir ademds sorbitol o un
sustituto adecuado del mismo.

El uso de proteinas NTP conjugadas o acopladas o unidas a un anticuerpo, fragmento de anticuerpo, molécula
tipo anticuerpo o una molécula con una alta afinidad para un marcador especifico de tumor, tal como un receptor
celular, péptido sefial o enzima sobreexpresada, para dirigir al tumor también se abarca en el &mbito de la invencion.
El anticuerpo, fragmento de anticuerpo, molécula tipo anticuerpo o molécula con una alta afinidad para un marcador
especifico de tumor se utilizan para dirigir el conjugado de proteina NTP a una diana celular o tejido especifico. Por
ejemplo, un tumor con un antigeno de superficie o antigeno expresado distintivo puede ser el blanco del anticuerpo,
fragmento de anticuerpo, o molécula de unién tipo anticuerpo y la proteina NTP matard las células tumorales. Tal
aproximacién utilizando anticuerpos dirigidos tiene las ventajas anticipadas de disminuir la dosis, aumentar la proba-
bilidad de unién a y absorcién por las células diana, y aumento en la utilidad para dirigir a y tratar tumores metastaticos
y tumores de tamafio microscépico.

Esta invencion también abarca el uso de las proteinas NTP conjugadas o acopladas o unidas a una proteina u otra
molécula para formar una composicién que, tras la rotura en o cerca de los sitios del tumor o de las células no deseadas
mediante una enzima o proteasa especifica de tumor o sitio o mediante un anticuerpo conjugado que tiene como diana
el tumor, libera la proteina NTP en o cerca del sitio del tumor o las células no deseadas.

Esta invencién también abarca el uso de proteinas NTP conjugadas o acopladas o unidas a una proteina u otra
molécula para formar una composicién que libera la proteina NTP o algunos fragmentos biolégicamente activos de la
proteina NTP tras exposicion del tejido a ser tratado a la luz (como en las terapias de laser o terapia fotodindmica o fo-
toactivada), otras formas de radiacion electromagnética tal como radiacién infrarroja, radiacién ultravioleta, radiacién
de rayos X o rayos gamma, calor localizado, radiacién alpha o beta, emisiones ultrasénicas, u otras fuentes de energia
localizada.

Las proteinas NTP se pueden utilizar solas, juntas, o en combinacién con otras composiciones farmacéuticas, tales
como citoquinas, factores de crecimiento, antibidticos, agentes inductores de apoptosis, antiinflamatorios, y/o agentes
quimioterapéuticos segin sea apropiado para la indicacion a tratar.

Esta invencién también abarca el uso de NTP para la produccién de composiciones terapéuticas de NTP que
utilizan dendrimeros, fulerenos, y otras moléculas sintéticas, polimeros y macromoléculas donde la proteina NTP y/o
su molécula de ADN correspondiente se conjuga con, se une a o se incluye en la molécula, polimero o macromolécula,
por si misma o conjuntamente con otras especies de moléculas tal como un marcador especifico de tumor. Por ejemplo,
la patente de EE.UU. No. 5714166, Bioactive and/or Targeted Dendimer Conjugates, proporciona un método para
preparar y utilizar, entre otros, conjugados de polimeros dendriticos compuestos de al menos un dendrimero con un
director de diana y al amenos un agente bioactivo conjugado al mismo.

También se abarca en el &mbito de la invencién el uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de un gen de NTP
para la produccidn de una composicion para tratar tumores. La sobreexpresion de NTP en el tumor se puede utilizar
para inducir a las células en el tumor a morir y de esta manera reducir la poblacién de células tumorales. Se anticipa
que el gen o la transferencia de un equivalente de gen de NTP para tratar el tumor tienen la ventaja de requerir dosis
menores, y de que se pasan a la progenie celular los elementos celulares dirigidos, necesitando de esta manera una
terapia menos frecuente y menos terapia total.

También se abarca en el ambito de la invencién el uso de conjugados recombinantes clonados de anticuerpos
de NTP; conjugados recombinantes clonados de fragmentos de anticuerpos de NTP; y conjugados recombinantes
clonados de proteinas similares a anticuerpos de NTP. Las ventajas de una NTP clonada combinada con un conjugado
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dirigido (tal como un anticuerpo, fragmento de anticuerpo, molécula similar a anticuerpo o una molécula con alta
afinidad a un receptor especifico de cdncer u otros marcadores tumorales) son que tal molécula combina las ventajas
de estar dirigida descritas anteriormente ademads de las ventajas para su fabricacién y produccién estandarizada de la
molécula conjugada clonada.

Formas de dosis

Las formas sélidas de dosis para la administracién oral incluyen pero no estan limitadas a, capsulas, comprimidos,
pildoras, polvos, y granulos. En tales formas sélidas de dosis, el principio activo se mezcla con al menos uno de los
siguientes: (a) uno o mds excipientes (o soportes) inertes, tales como citrato sédico o fosfato dicélcico; (b) rellenado-
res o extensores, tal como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y 4cido silicico; (c) aglutinantes, tal como
carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y goma arabiga; (d) humectantes, tales como
glicerol; (e) agentes desintegradores, tales como agar-agar, carbonato cdlcico, almidon de patata o tapioca, dcido algi-
nico, ciertos silicatos complejos, y carbonato sédico; (f) retrasadores de solucién, tal como parafina; (g) aceleradores
de absorcion, tales como compuestos de amonio cuaternario; (h) agentes mojadores, tal como alcohol acetilico y mo-
noestearato de glicerol; (i) adsorbentes, tal como caolin y bentonita; y (j) lubricantes, tales como talco, estearato de
calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles s6lidos, lauril sulfato sédico, o mezclas de los mismos. Las formas de
dosis para cdpsulas, comprimidos y pildoras, también pueden comprenden agentes tamponadores.

Las formas liquidas de dosis para la administracién oral incluyen emulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y
elixires farmacéuticamente aceptables. Ademads de los principios activos, las formas liquidas de dosis pueden compren-
der diluyentes inertes utilizados comtinmente en la técnica, tal como agua u otros solventes, agentes solubilizadores,
y emulsionantes. Emulsionantes ejemplares son alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de
etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, dimetilformamida, aceites tales como
aceite de semilla de algoddn, aceite de cacahuete, aceite de semilla de maiz, aceite de oliva, aceite de ricino, y aceite
de sésamo, glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico, polietilenglicoles, ésteres de sorbitano y dcidos grasos, o mezclas de
estas sustancias, y similares.

Ademais de tales diluyentes inertes, la composicién también puede incluir adyuvantes, tales como agentes mojado-
res, agentes emulsionantes o suspensores, edulcorantes, aromas, y agentes perfumadores.

Los niveles reales de dosis de los principios activos en las composiciones de la invencién pueden variar para obtener
una cantidad de NTP que es eficaz para obtener una respuesta terapéutica deseada para una composicién y método de
administracion particulares. Los niveles de dosis seleccionados por lo tanto dependen del efecto terapéutico deseado,
la via de administracidn, la duracidon deseada del tratamiento, y otros factores.

Con mamiferos, incluyendo humanos, las cantidades eficaces se pueden administrar en base al drea de superficie
corporal. La interrelacion de dosis para animales de varios tamafios, especies, y humanos (basada en mg/M? de su-
perficie corporal) la describen E.J. Freireich et al., Cancer Chemother. Rep., 50(4): 219 (1966). Se puede determinar
aproximadamente el drea de la superficie corporal a partir de la altura y peso de un individuo (ver por ejemplo, Tablas
Cientificas, Geigy Pharmaceuticals, Ardsley, N.Y. pp. 537-538 (1970)).

La dosis diaria total de la NTP administrada a un huésped puede estar en una dosis individual o dividida. Las
composiciones de unidades de dosis pueden contener tal cantidad de tales submultiplos de la misma como se puedan
utilizar para preparar la dosis diaria. Se entenderd, sin embargo, que los niveles de dosis especificos para cualquier
paciente particular dependeran de varios factores incluyendo el peso corporal, salud general, sexo, dieta, tiempo y via
de administracién, potencia de la droga administrada, velocidades de absorcion y excrecién, combinacion con otras
drogas y la gravedad de la enfermedad particular que se estd tratando.

Métodos de administracion

La composicion de NTP se puede administrar de forma intramuscular, oral, intravenosa, intraperitoneal, intracere-
bral (intraparenquimal) intracerebroventricular, intratumoral, intralesional, intradérmica, intratecal, intranasal, intrao-
cular, intraarterial, topica, transdérmica, a través de un aerosol, infusidn, inyeccion intravenosa rapida, dispositivo de
implantacion, sistema de liberacién sostenida, etc.

Otra forma de administrar la NTP es a través de una via transdérmica o transcutanea. Un ejemplo de tal forma de
realizacion es el uso de parche. En particular, se puede preparar un parche con una suspension fina de NTP en, por
ejemplo, dimetil sulféxido (DMSO), o una mezcla de DMSO con aceite de semilla de algod6n y ponerlo en contacto
con la piel de los mamiferos que tienen el tumor lejos del sitio de localizacién del tumor dentro de una bolsa de la
piel. Otros medios o mezclas de los mismos con otros solventes y soportes sélidos funcionarian igualmente. El parche
puede contener el compuesto de NTP en forma de una solucién o una suspension. El parche se puede aplicar entonces
a la piel del paciente, por ejemplo, insertdndolo en una bolsa de la piel del paciente formada plegando y manteniendo
la piel sujeta por medio de puntos o pinzas u otros dispositivos de sujecidn. Esta bolsa debe ser empleada de tal manera
que se asegure el contacto continuo con la piel sin la interferencia del mamifero. Ademads de utilizar una bolsa de piel,
se puede utilizar cualquier dispositivo que asegure la colocacidon firme del parche en contacto con la piel. Por ejemplo,
se podria utilizar una venda adhesiva para mantener el parche en su sitio sobre la piel.
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La NTP se puede administrar en una formulacién o preparacién de liberacién sostenida. Ejemplos adecuados
de preparaciones de liberacién sostenida incluyen matrices de polimeros semipermeables en forma de articulos con
forma, por ejemplo peliculas o microcdpsulas. Las matrices de liberacién sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles,
polilactidas (US 3773919, EP 58481), copolimeros de 4cido L-glutdmico y gamma etil-L-glutamato (Sidman et al.,
Biopolymers, 22: 547-556 [1983]), poli(2-hidroxietil-metacrilato) (Langer et al., J. Biomed. Mater. Res., 15: 167-277
[1981] y Langer, Chem. Tech., 12: 98-105 [1982]), acetato de etilenvinilo (Langer et al., supra) o poli dcido D(-)-
3-hidroxibutirico (EP 133988). Las composiciones de liberacion sostenida también pueden incluir liposomas, que se
pueden preparar mediante cualquiera de los métodos conocidos en la técnica (por ejemplo, Eppstein et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 82: 3688-3692 [1985]; EP 36676; EP 88046; y EP 143949).

Otro método de administrar la NTP es mediante infusion directa o indirecta en el tumor. Un ejemplo de tal forma
de realizacion es la inyeccién directa de NTP en el tumor. El tratamiento puede consistir en una tnica inyeccion,
inyecciones miltiples en una ocasién o una serie de inyecciones durante un periodo de horas dias o meses siendo la
regresion o destruccion del tumor evaluada por medio de biopsia, imdgenes u otros métodos de evaluar el crecimiento
del tejido. La inyeccidn en el tumor puede ser mediante un dispositivo insertado en un orificio tal como la nariz, boca,
oido, vagina, recto o uretra o a través de una incisién para alcanzar el tumor in vivo y se puede realizar conjuntamente
con un sistema de imédgenes u 6ptico tal como ultrasonido o fibra dptica para identificar el sitio apropiado para la
inyeccion. Otro ejemplo de tal forma de realizacion es el uso de un dispositivo que pueda proporcionar una infusién
constante de NTP en el tejido a lo largo del tiempo.

Otro método para administrar la NTP es conjuntamente con un procedimiento quirdrgico o similar empleado para
escindir fisicamente, extirpar o de otra manera matar o destruir el tumor en donde la NTP de la invencion se administra
en el drea inmediata alrededor del drea donde se elimind el tumor para destruir o impedir el crecimiento de cualquier
célula tumoral no eliminada o destruida mediante el procedimiento.

Otro método de administrar la NTP es mediante implantacién de un dispositivo en el tumor. Un ejemplo de tal for-
ma de realizacién es la implantacién en el tumor de un disco que contiene NTP. El disco libera una dosis terapéutica de
NTP al tejido a lo largo del tiempo. De forma alternativa o adicional, la composicién se puede administrar localmente
a través de la implantacién en el drea afectada de una membrana, esponja, u otro material apropiado sobre el que se
ha absorbido la NTP de la invencién. En el caso de que se use un dispositivo de implantacion, el dispositivo se puede
implantar en cualquier tejido u érgano adecuado, y la distribucién de la NTP de la invencién puede ser directamente a
través del dispositivo a través de una inyeccidn intravenosa rdpida, o través de una administracién continua, o través
de un catéter utilizando una infusién continua.

Un método alternativo de administracion es introducir una o mds copias del gen de NTP en la célula diana y, si
es necesario, inducir la(s) copia(s) del gen a que empiecen a producir la NTP intracelularmente. Una manera en que
se puede aplicar la terapia génica es utilizar el gen de NTP (cualquier ADN genémico, ADNc, y/o ADN sintético
que codifica la NTP de esta invencién o un fragmento, variante, o derivado de la misma) que puede estar unido
operablemente a un promotor constitutivo o inducible para formar una “construccion de ADN de terapia génica”. El
promotor puede ser homélogo o heterélogo al gen de NTP endégeno, siempre que sea activo en el tipo de célula o tejido
en el que se va a introducir la construccién. Otros componentes de la construccion de ADN de terapia génica pueden
incluir opcionalmente, segiin se requiera, moléculas de ADN disefiadas para la integracion especifica en un sitio (por
ejemplo secuencias flanqueantes endgenas utiles para la recombinacién homdéloga), promotores especificos de tejido,
potenciador(es) o silenciador(es), moléculas de ADN capaces de proporcionar una ventaja selectiva sobre la célula
parental, moléculas de ADN iitiles como marcadores para identificar las células transformadas, sistemas de seleccién
negativa, agentes de unién especifica a células (como, por ejemplo, para células diana) factores de internalizacién
especifica de células, y factores de transcripcion para aumentar la expresién mediante un vector asi como factores para
permitir la produccién del vector.

Los medios para la distribucién de genes a una célula o tejido in vivo o ex vivo incluyen (pero no estdn limitados a)
inyeccion directa de ADN desnudo, métodos balisticos, transferencia mediada por liposomas, transferencia mediada
por receptores (complejo ligando-ADN), electroporacion, y precipitacién con fosfato cdlcico. Ver la patente de EE.UU.
Nos. 4970154, WO 96/40958, patente de EE.UU. No. 5679559, patente de EE.UU. No. 5676954, y patente de EE.UU.
No. 5593875. También incluyen el uso de vectores virales tales como un retrovirus, adenovirus, virus adenoasociado,
poxvirus, lentivirus, virus del papiloma o el herpes simplex virus, uso de un conjugado ADN-proteina y el uso de un
liposoma. El uso de los vectores de terapia génica se describe, por ejemplo, en la patente de EE.UU. No. 5672344,
patente de EE.UU. No. 5399346, patente de EE.UU. No. 5631236, y patente de EE.UU. No. 5635399.

El gen de NTP se puede distribuir implantando en pacientes ciertas células que se han modificado genéticamente
ex vivo, utilizando métodos tales como aquellos descritos aqui, para expresar y secretar la NTP de esta invencién o
fragmentos, variantes o derivados de la misma. Tales células pueden ser células animales o humanas, y pueden derivar
el propio tejido del paciente o de otra fuente, humana o no humana. Opcionalmente, las células se pueden inmortalizar
o ser células troncales. Sin embargo, para disminuir la posibilidad de una respuesta inmunolégica, se prefiere que las
células se encapsulen para evitar infiltraciones a los tejidos circundantes. Los materiales de encapsulacién son tipi-
camente biocompatibles, cierres poliméricos semipermeables 0 membranas que permiten la liberacién del producto
proteico pero previenen la destruccién de las células por el sistema inmune del paciente o por otros factores perjudicia-
les de los tejidos circundantes. Los métodos utilizados para la encapsulacion de células con membranas son familiares
al experto en la materia, y la preparacion de células encapsuladas y su implantacién en pacientes se puede llevar a
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cabo sin experimentacién excesiva. Ver, por ejemplo, las patentes de EE.UU. Nos. 489253; 5011472; y 5106627. Se
describe un sistema para encapsular células vivas en PCT WO 91/10425. Las técnicas para formular una variedad de
otros medios de distribucién sostenida o controlada, tal como transportadores de liposomas, particulas o bolas bio-
erosionables, también son conocidas para el experto en la materia, y se describen por ejemplo en la patente de EE.UU.
No. 5653975. Se pueden implantar las células, con o sin encapsulacion, en tejidos u érganos corporales adecuados del
paciente.

Los siguientes ejemplos se dan para ilustrar la presente invencion. Se debe entender, sin embargo, que la invencién
se estd limitada a los trastornos o detalles especificos descritos en estos ejemplos.

Ejemplo 1
El propésito de este ejemplo fue ensayar el efecto citotoxico de NTP en células de glioma y neuroblastoma.

El neuroblastoma es un cdncer que afecta principalmente a nifios. Se inicia en el tejido nervioso en el cuello,
pecho, abdomen, o pelvis. Normalmente se origina en el abdomen en los tejidos de la glandula suprarrenal. Cuando se
diagnostica, con frecuencia el cdncer se ha extendido, 1o mds cominmente a los nédulos linféticos, higado, pulmones,
hueso, y/o médula 6sea.

Los gliomas son tumores cerebrales. Un tumor de glioma es particularmente dafiino porque tiende crecer y ex-
tenderse rdpidamente en el cerebro. Cada afio, aproximadamente 20.000 americanos descubren que tienen un glioma.
Mais de la mitad mueren en 18 meses.

Cultivo de células

Las células de glioma y neuroblastoma crioconservadas se adquirieron a la Coleccién Americana de Cultivos Tipo
(ATCC), Virginia. Las células se descongelaron y se diluyeron en medio de suspensién y se centrifugaron a 700 rpm
durante 7 minutos a 4°C. Los precipitados de células se resuspendieron entonces en medio CACO-2 y se cultivaron
en botellas estdndar de 75 o 175 cm? a 37°C, con CO, al 5% hasta estar aproximadamente confluentes. Las células
se tripsinizaron entonces y se resuspendieron en medio CACO-2 para alcanzar una densidad celular final de 1.5x10°
células/ml. Se afiadieron entonces alicuotas de 50 ul por muestra a pocillos de placas de 96 pocillos.

Dosis

Para el Experimento I, se afiadieron a cada muestra de cultivo 50 ul de PBS (solucién salina tamponada con fosfato)
(control negativo), tamoxifeno 100 uM en solucién salina tamponada con fosfato PBS (control positivo), o el articulo
a ensayar.

Para el Experimento II, se diluy6 el tamoxifeno 1 mM en DMSO (dimetilsulf6xido) a una concentracién de 100
uM con medio CACO-2, y se afiadieron 100 ul por pocillo a los pocillos de control positivo. Un control vehiculo
que consiste en DMSO al 1% en medio CACO-2 también se afiadié en este experimento. Otros controles negativos
consistieron en seroalbimina humana y bovina y otros polipéptidos no téxicos.

Ensayos de MTT

Un ensayo de MTT es un ensayo sensible para la medida de la proliferacion celular basada en la reduccién de la
sal de tetrazolio bromuro de 3,[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolio (MTT).

Después de las incubaciones con sustancias control o a ensayar, el medio se aspir6 y se afiadieron a cada pocillo
100 ul de MTT. Las placas se incubaron durante 3 horas a 37°C, con CO, al 5%. Después se sustituyé el MTT con
isopropanol acidificado (HCl 4 N) y las placas se almacenaron durante la noche a 4°C, cubiertas. Las placas se agitaron
entonces suavemente durante 1 minuto en un agitador rotatorio y se midié la diferencia entre la absorbancia de emisién
a 570 nm y la absorbancia de fondo a 650 nm espectrofotométricamente en un lector de placas automatizado.

Resultados
Experimento I

Las células de neuroblastoma y glioma se incubaron durante 24 horas siguiendo el tratamiento con materiales a
ensayar o soluciones control. Se afadi6 MTT a todos los cultivos a este tiempo. Los resultados se expresan como

diferencias de absorbancia media y se representan como porcentaje del control negativo y se muestran en la Tabla 1
(citotoxicidad en células de glioma) y la Tabla 2 (citotoxicidad en células de neuroblastoma).
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TABLA 1

Citotoxicidad en células de glioma: 24 horas

Identificacidén ABS 570-650 Porcentaje de
del articulo a Concentracidén | Muestra Media DE células
ensayar viables
CN (PBS) 0.064 0.061 | 0.005 100
CN (PBS) 0.057
VC (DMSO) 0.051 0.054 {10.004 100
vC (DMSO) 0.056
CP (tamoxifeno) 100 uM 0.017 0.015 | 0.004 28
CP (tamoxifeno) 100 uM 0.012
AD7C-NTP 100-1000 0.022 0.025 | 0.004 41
ng/ml
AD7C-NTP 100-1000 0.028
ng/ml

Abreviaturas: ABS, absorbancia; CN, control negativo
CP, control positivo; DE, desviacién estandar

VC, vehiculo control

TABLA 2

Células de neuroblastoma. incubacion de 24 horas

Identificacidn Porcentaje de
del articulo a Concentracidn Muestra | Media DE cglulas
ensayar viables
0.089 0.096 [ 0.009 100
CN (PBS) 0.102
VC (DMSO) 0.073 0.070 | 0.004 100
VC (DMSO) 0.067
CP (tamcxifeno) 100 uM 0.010 0.010 | 0.001 14
CP (tamoxifeno) 100 uM 0.009
AD7C-NTP 100-1000 0.012 0.013 | 0.001 14
ng/ml
AD7C-NTP 100~1000 0.014
ng/ml

Abreviaturas: ABS, absorbancia; CN, control negative
CP, control positivo; DE, desviacién estandar

VC, wvehiculo control

Experimento 2

Para este experimento se utilizaron células de glioma y de neuroblastoma. Se afiadi6 MTT a las placas siguiendo
una incubacién de 24 horas con las soluciones control o a ensayar. Otras placas se rellenaron con medio fresco,
soluciones control o a ensayar a las 24 horas y después se leyeron 3 dias més tarde. Los resultados se expresan como
diferencias de absorbancia media y se representan como porcentaje del control negativo y se muestran en la Tabla 3
(células de glioma) y la Tabla 4 (células de neuroblastoma).
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TABLA 3

Citotoxicidad en células de glioma: 4 dias

Identificacidn ABS 570-650 Porcentaje de
del articulo a Concentracién Muestra | Media DE cglulas
ensayar viables
CN (PBS) 0.107 0.083 | 0.016 100
CN (PBS) 0.790
VvC (DMSO) 0.076 0.079 | 0.004 100
VC (DMSO) 0.081
CP (tamoxifeno) 100 uM 0.018 0.015 | 0.003 19
CP (tamoxifeno) 100 uM 0.012
AD7C-NTP 100-1000 0.012 0.012 [ 0.001 11
ng/ml
AD7C-NTP 100-1000 0.011
ng/ml
Abreviaturas: ABS, absorbancia; CN, control negativo

Cp,
vC,

control positivo;

DE,

vehiculo control

desviacién estandar

TABLA 4

Efectos de citotoxicidad de los articulos a ensayar en células de neuroblastoma: incubacion de 4 dias

Identificacién Porcentaje de
del articulo a Concentracién células
ensayar Muestra Media DE viables
CN (PBS) 0.088 0.022 ] 0.022 100
CN (PBS) 0.082
VC (DMSO) 0.076 0.076 | 0.001 100
VC (DMSOQO) 0.077
CP (tamoxifeno) 100 uM 0.016 0.019 | 0.003 25
AD7C-NTP 100-1000 0.007 0.010 | 0.004 11
ng/ml
AD7C-NTP 100-1000 0.012
ng/ml
Abreviaturas: ABS, absorbancia; CN, control negativo

Cp,
Ve,

Conclusion

control positivo;

DE,

vehiculo control

23

desviacién estandar

Los efectos citotoxicos significativos sobre las células de glioma y neuroblastoma son aparentes a las 24 horas y a
las 96 horas con AD7C-NTP
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Ejemplo 2
El propésito de este ejemplo fue determinar el efecto de NTP en tejidos en los sitios de inyeccion.

Se inyectaron ocho ratas normales en la piel y subcutdneamente, cada una en 3 focos diferentes, con AD7C-NTP
recombinante purificada en solucién salina a concentraciones de 0.1-10 pg/mL distribuidas de jeringuillas de plastico
a través de agujas de acero inoxidable de 26 gauge.

Los animales se observaron durante 24 horas y se sacrificaron sin dolor a las 24 horas. Se extirparon los 24 focos
individuales de infiltracién, se fijaron en formalina al 10%, se embebieron en parafina, y se tifieron y examinaron por
métodos histopatolégicos estdndar.

Se inyectaron grupos similares de ratas control con (1) seroalbimina bovina al 0.1% en solucién salina, (2) suero
humano normal, (3) solucién salina fisiolégica, (4) proteinas de E. coli de vectores sin AD7C-NTP, purificadas utili-
zando métodos similares a la purificacion de AD7C-NTP; (5) proteina recombinante no NTP expresada en E. coli y
purificada y después examinada y sacrificada como anteriormente, tratando los focos de inyeccion extirpados como
anteriormente.

Resultados

La inyeccién de AD7C-NTP en todos los ejemplos produjo necrosis aguda abundante del tejido en los sitios de la
inyeccion (Figuras 1-5). La necrosis es evidente en tejido muscular, tejido conjuntivo subcutineo, y dermis en los sitios
en los se inyecté AD7C-NTP. A las 24 horas, las células aparecen tenues, encogidas, y necrdticas, y hay infiltracién
con células inflamatorias. La necrosis se correlaciona con las dreas de inyeccion y no parece extenderse muy lejos del
sitio de inyeccion.

Aparte de las zonas de inflamacién ligera, los controles no mostraron evidencia de necrosis o pérdida celular. En
contraste a las inyecciones con AD7C-NTP donde campos enteros de capas de fibras musculares estaban necrdticas,
los controles mostraron cambios musculares minimos o ausentes. Las inyecciones control tuvieron inflamacién aguda
de ligera a minima en los sitios de inyeccién y microhemorragias focales de las agujas.

Ejemplo 3
El propésito de este ejemplo fue determinar el efecto de NTP en diferentes tumores de origen humano y no humano.

La infiltracién con AD7C-NTP se ensay6 en varios tumores de diferente origen humano y no humano, incluyendo
carcinoma de mama, carcinoma y papiloma de piel, carcinoma de colon, glioma de cerebro, y otros en modelos de
roedores. Los tumores se infiltraron directamente con AD7C-NTP como se ha descrito en el Ejemplo 2 y los animales
de experimentacion se observaron y se sacrificaron sin dolor después de intervalos de 24 horas a 2 semanas. Después
del sacrificio, se llevé a cabo el examen histopatoldgico del tumor como anteriormente.

Los tumores control se ensayaron con (1) sin tratamiento, (2) infiltracién con suero humano normal, (3) infiltracién
con seroalbimina bovina, e (4) infiltracion con solucién salina.

Resultados

En todos los casos ensayados, hubo necrosis significativa de las células tumorales después de la infiltracién con
AD7C-NTP (Figuras 6-10). En los ejemplos en los que hubo dos inyecciones con 24 horas de diferencia, hubo més
destruccién de tumor que después de una inyeccion individual. En algunos ejemplos el tumor revertié casi comple-
tamente. En otros ejemplos después de una inyeccion individual, los tumores se volvieron mds grandes 1-2 semanas
después si no habia inyecciones adicionales de AD7C-NTP. En algunos tumores tratados con una inyeccién de AD7C-
NTP y examinados histolégicamente dos semanas después, habia cavidades vacias grandes donde habia estado pre-
viamente el tumor, rodeadas de bordes de tumor, indicando que el tumor infiltrado tras la necrosis habia formado
cavidades y desaparecido. En otros tumores tratados con una inyeccién y examinados histolégicamente dos semanas
después habia extensiones fibrosas en el tumor no vistas en los controles, atribuidas a la destruccion del tumor y poste-
rior fibrosis. Los casos control mostraron solo microhemorragias e inflamacion focales y deformacion ocasional, pero
necrosis insignificante y ninguna evidencia de la necrosis masiva ilustrada en las infusiones de AD7C-NTP.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de la cadena neural (NTP) para la produccién de
una composicion para tratar tumores.

2. El uso segtin la reivindicacién 1, en donde dicha NTP se va a administrar mediante un método seleccionado
del grupo que consiste en oralmente, subcutdneamente, intradérmicamente, intravenosamente, intramuscularmente,
intratecalmente, intranasalmente, intratumoralmente, topicamente, y transdérmicamente.

3. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en donde dicho tratamiento se va a administrar al paciente
antes, durante o después del tratamiento del paciente seleccionado del grupo de tratamientos que consiste en escision
quirdrgica, trasplante, injerto, quimioterapia, inmunoterapia, vacunacion, ablacién térmica o eléctrica, crioterapia,
terapia de laser, fototerapia, terapia génica, y radiacion.

4. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el tumor se selecciona del grupo que consiste en un
tumor benigno o maligno de un tejido seleccionado del grupo que consiste en pulmén, mama, estomago, pancreas,
prostata, vejiga, hueso, ovario, piel, rifién, seno, colon, intestino, estdmago, recto, eséfago, corazén, bazo, glandula sa-
livar, sangre, cerebro y sus recubrimientos, médula espinal y sus recubrimientos, musculo, tejido conjuntivo, glandula
suprarrenal, paratiroides, tiroides, ttero, testiculo, hipéfisis, érganos reproductores, higado, vesicula biliar, ojo, oido,
nariz, garganta, boca, y nddulos linféticos y sistema linfético.

5. El uso de la reivindicacién 4, en donde el tejido se selecciona del grupo que consiste en piel, ojo, oido, nariz,
garganta, boca, musculo, tejido conjuntivo, pelo, y mama.

6. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la NTP se conjuga, acopla o une a una molécula
seleccionada del grupo que consiste en un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, y una molécula de unién semejante
a anticuerpo, en donde dicha molécula tiene una afinidad mayor para unirse a un tumor que para unirse a otras células.

7. El uso de cualquiera de la reivindicaciones 1 a 6, en donde NTP es parte de una nueva molécula recombinante
individual clonada que consiste en NTP y una molécula seleccionada del grupo que consiste en un anticuerpo, frag-
mento de anticuerpo, y molécula de unién semejante a anticuerpo, en donde dicha molécula tiene mayor afinidad para
unirse a un tumor que para unirse a otras células.

8. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde dicha NTP se elige del grupo que consiste en
AD7c-NTP (SEQ ID NO. 1), las proteinas identificadas mediante SEQ ID NOs. 2 a 9, proteina neural de la cadena
pancredtica y proteina de la cadena pancredtica.

9. El uso la reivindicacién 8, en donde dicha NTP se va a administrar mediante un método seleccionado del grupo
que consiste en oralmente, subcutdneamente, intradérmicamente, intravenosamente, intramuscularmente, intratecal-
mente, intraperitonealmente, intracerabralmente (intraparenquimalmente), intracerebroventricularmente, intraocular-
mente, intraarterialmente, intranasalmente, intratumoralmente, intralesionalmente, tépicamente, y transdérmicamente.

10. El uso de la reivindicacién 8, en donde dicho tratamiento se va a administrar al paciente antes, durante o
después del tratamiento del paciente seleccionado del grupo de tratamientos que consiste en escision quirurgica, tras-
plante, injerto, quimioterapia, inmunoterapia, vacunacion, ablacién térmica o eléctrica, crioterapia, terapia de laser,
fototerapia, terapia génica, y radiacion.

11. El uso de la reivindicacién 8, donde el tumor se selecciona del grupo que consiste en un tumor benigno o ma-
ligno de un tejido seleccionado del grupo que consiste en pulmén, mama, estdmago, pancreas, prdstata, vejiga, hueso,
ovario, piel, rifidén, seno, colon, intestino, estdmago, recto, eséfago, corazén, bazo, glandula salivar, sangre, cerebro y
sus recubrimientos, médula espinal y sus recubrimientos, musculo, tejido conjuntivo, glandula suprarrenal, paratiroi-
des, tiroides, utero, testiculo, hipdfisis, érganos reproductores, higado, vesicula biliar, ojo, oido, nariz, garganta, boca,
y nédulos linféticos y sistema linfético.

12. El uso de la reivindicacién 11, en donde el tejido se selecciona del grupo que consiste en piel, ojo, oido, nariz,
garganta, boca, miisculo, conjuntivo, adiposo, pelo y mama.

13. El uso de la reivindicacién 8, en donde en donde la dicha NTP se conjuga, acopla o une a una molécula
seleccionada del grupo que consiste en un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, y una molécula de unién semejante
a anticuerpo, en donde dicha molécula tiene una afinidad mayor para unirse a un tumor que para unirse a otras células.

14. El uso de la reivindicacién 8, en donde la dicha NTP es parte de una nueva molécula recombinante individual
clonada que consiste en NTP y una molécula seleccionada del grupo que consiste en un anticuerpo, fragmento de
anticuerpo, y molécula de unién semejante a anticuerpo, en donde dicha molécula tiene mayor afinidad para unirse a
un tumor que para unirse a otras células.
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15. El uso de la reivindicacion 8, en donde la NTP estd conjugada, acoplada o unida a una proteina u otra molécula,
en donde la composicion se corta en o cerca de el(los) sitio(s) del tumor u otras células no deseadas mediante una
enzima o proteasa especifica de tumor o de sitio o mediante un anticuerpo conjugado que tiene como diana el tumor y
asf libera la NTP.

16. El uso de la reivindicacién 8, en donde la NTP estd conjugada o acoplada o unida a una proteina u otra
molécula, en donde la composicion libera NTP tras exposicion del tejido a ser tratado a la luz (como en terapias laser
u otra terapia fotodindmica o fotoactivada), otras formas de radiacion electromagnética tal como radiacion infrarroja,
radiacién ultravioleta, radiacidon por rayos X o rayos gamma, calor localizado, radiacién alpha o beta, emisiones
ultrasénicas, u otras fuentes de energia localizada.

17. El uso de la reivindicacion 8, en donde la NTP se va a emplear en combinacion con otras composiciones farma-
céuticas, tal como citoquinas, factores de crecimiento, antibiéticos, agentes inductores de apoptosis, antiinflamatorios,
y/o agentes quimioterapéuticos segtin sea apropiado para la indicacién a ser tratada.

18. El uso de la reivindicacién 8, donde la NTP se va a emplear en combinacién con dendrimeros, fulerenos, y
otras moléculas sintéticas, polimeros y macromoléculas en donde la NTP estd conjugada con, unida a, o incluida en
la molécula, polimero o macromolécula, bien por si misma bien conjuntamente con una molécula con una afinidad
mayor para unirse a un tumor que para unirse a otras células.

19. El uso de la reivindicacién 8, en donde en donde la NTP se conjuga, acopla o une a una molécula seleccionada
del grupo que consiste en un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, y una molécula de unién semejante a anticuerpo,
en donde dicha molécula tiene una afinidad mayor para unirse a un tumor que para unirse a otras células.

20. Uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de un gen de NTP para la produccién de una composicién para
tratar tumores.
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- FIG. 1A

Secuencia de &cido nucleico y aminoAcidos

(Secuencias 120 y 121 de las Patentes de EE.UU. Nos. 5830670,

5948634 y 5948888; de la Monte et al., J. Clin. Invest., 100:

30

No.

93-3104 (1997))

de acceso de NCBI Entrez-Protein # AAC08737; PID g3002527

1 ttetttettttgag ATG GAG 17T 7C6 CC 716 TTG CCC AGG C7G GAG TGC AAT GGC GCA AIC 62
1 ¥ BEF §LLLPRILECUNGHATI It
Met-Glu-Phe-Ser-Leu=Leu-Leu-Pro-Arg-Lee-Glu-Cys-Asn-Gly-Ala-Ile-

63 TCA GCT CAC CGC AAC CTC CGC CTC CCG GGT TCA AGC GAT TCT CCT GCC TCA GCC TCC CCh 122
175 A 8§ R ¥ L R L P G § S D § P A S A S P 3
Ser-Ala-His-Arg-Asn-Leu-Arg-Leu-Pro-Gly-Ser-Ser-Asp-Ser-Pro-Ala-Ser-Ala-Ser-Pro-

123 GTA GCT GGG ATT ACA GGC ATG TGC ACC CAC GCT CGG CTA ATT T1G AT TTT T1T TTA GTA 182
7V A6 I T 6 ¥ CTHARILILYPPL VYV S
Val-Ala-Gly-Ile-Thr-Gly-Met-Cys-Thr-His-Ala-Arg-Leu-Ile-Leu-Tyr-Phe-Phe-Leu-Val -

183 GAG ATG GAG TTT CTC CAT GTT GGT CAG GCT GGT CTC GAA CTC CCG ACC TCA GAT GAT CCC 242
E X E F L HV GQAGL ELPT SDDEP T
Glu-Met-Glu-Phe-Leu-His-Val-Gly-Gln-Ala-Gly-Leu-Glu-Leu-Pro-Thr-Ser-Asp-Asp-Pro-

43 TCC GIC G GCC ICC CAA AGT GCT AGA TAC AGG ACT GGC CAC CAT GCC CGG LTC 76C €16 3R2
7§ vV S A § Q0 § A RYRTGHHALRTLTCTEL %
Ser-Val-Ser-Ala-Ser-Gln-Ser-Ala-Arg-Tyr-Arg-ThrGly-His-His-Ala-Arg-Leu-Cys-Leu-
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FIG. 1B

303 GCT AAT TTT TGT GGT AGA AAC AGG GIT TCA CTG ATG T6C CCA AGC 768 ICT (CT GAG CIC 362
992 N P C G R ¥RV S L ¥XC P S % § P EB L L6
Ala-Asn-Phe-Cys-Gly-Arg-Asn-Arg-Val-Ser-Leu-Net-Cys-Pro-Ser-Trp-Ser-Pro-Glu-Leu-

363 AMG CAG TCC ACC T6C CTC AGC CTC CCA AMG TGC GG GAT ‘TAC AGG CGT GCA GCC GIG CCT 422
WEQ§ T LS GLPXCND Y RIRADMLV P

Lys-Gln-Ser-Thr-Cys-Leu-Ser-Leu-Pro-Lys-Cys-Trp-Asp-Tyr-Arg-Arg-Ala-Ala-Val -Pro-

423GGC CTT TT7 ATT TTA TTT 177 TTA AGA CAC AGG 76T CCC ACT CTT ACC CAG GAT GAA GT6 482
36 L P I L P FLRHBERCPTIL T QDE V 15

Gly-Leu-Phe-~Ile-Leu-Phe-Phe-Leu-Arg-His-Arg-Cys-Pro-Thr-Leu-Thr-Gln-Asp-Glu-Val -

483 CAG TGG TGT GAT CAC AGC TCA (7G CAG CCT TCA AT CCT GAG AC AAG CAT CCT (CT G0C 542
570 W C DK § S L QP S TP ETIKXHP?P B LN
Glo-Trp-Cys-Asp-His-Ser-Ser-Leu-Gln-Pro-Ser-Thr-Pro-Glu-Tle-Lys-Ris-Pro-Pro-Ala-

343 TCA GCC TCC CAA GTA GCT GGG ACC AAA GAC ATG CAC CAC TAC ACC 766 CTA ATT T1T ATT 602
Mms 2 § ¢V A G T X DY HEY ™ WL I P T 19%
Ser-Ala-Ser-Gln-Val-Ala-Gly-Thr-Lys-Asp-Met-His-His-Tyr-Thr-Trp-Leu-Ile-Phe-Ile-

603 TTT ATT TIT ART 7T 79 AGA CAG AGT CTC AAC 7CT GTC ACC CAG GCT GGA G7G CAG 796 662
F I F N 7P LR QS L NSV T (0 AGCUV Q¥ 2
Phe-Ile-Phe-Asn-Phe-Leu-Arg-Gln-Ser-Leu-Asn-Ser-Val -Thr-Gln-Ala-Gly-Val -Gln-frp-

663 CGC AAT CTT GGC TCA CTG CAA CCT CT6 CCT CCC GGG 71C AMG TTA TIC 20C 760 (CC AGC 722
AR L 6§ L QgPLPPGF KL P SCP § 23

Arg-Asn-Leu-Gly-Ser-leu-Gln-Pro-Leu-Pro-Pro-Gly-Phe-Lys-Leu-Phe-Ser-Cys-Pro-Ser-

123CIC CTG AGT AGC 766 GAC TAC AGG CBC (CA CCA CGC CTA GCT AAT TTT TT GRA TIT TR 782
B7L L § SHDYRRPPRLANTEERV P L 25

Leu-Leu-Ser-~Ser-Trp-Asp-Tyr-Arg-Arg-Pro-Pro-Arg-Leu-Ala-Asn-Phe-Phe-Val - Phe-Ley-
783 GTA GAG ATG GGG TIC ACC ATG TTC GCC AGG 117G ATC TTG ATC TCT GGA CCT 0T GAT (16 842

¥V E K GP T K P ARLILISGEPCD L 2%
Vai-Glu-¥et -Gly-Phe-Thr-Met -Phe-Ala-Arg-Leu-1le-Leu-Ile-Ser-Gly-Pro-Cys-Asp-Leu-
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FIG. 1C

843 0CT GCC TCG GCC TCC CAA AGT GCT GGG ATT ACA GGC GTG AGC CAC CAC GOC CGG CTT ATT 902
MP A § A § Q § A G I TGV S B H APRL I 2%
Pro-Ala-Ser-Ala-Ser-Gln-Ser-Ala-Gly-Ile-Thr-Gly-Val-Ser-His-His-Ala-Arg-Leu-Ile-

903 TIT AAT TT7 TGT T7G TTT GAR ATG GAA TCT CAC 7CT GTT ACC CAG GCT GGA GG CAA 76G 962
¥9F N P CL F R KM E S H SV T QA GV Q V¥ 36
Phe-Asn-Phe-Cys-Leu-Phe-Glu-Net -Glu-Ser-is-Ser-Val ~Thr-Gla-Ala-Gly-Val -6ln-Trp-

963 CCA AAT CTC GGC TCA CTG CAA CCT C76 CCT (CC GGG CTC AAG CBA TIC TCC 6T CTC AGC 1022
TP N L G S L 0 P L PP GL KERPF S CL S 33
Pro-Asn-leu-Gly-Ser-Leu-Gln-Pro-Leu-Pro-Pro-Gly-Leu-Lys-Arg-Phe-Ser-Cys-Leu-Ser-

1023 CIC CCA AGC AGC TGG GAT TAC GGG CAC CTG CCA CCA CAC CCC GUT AAT TTT 16T ATT T7C 1082
3L P § S ¥ DY G HL PP EHEPANEPERCI F
Leu-Pro-Ser-Ser-Trp-Asp-Tyr-Gly-His-Leu-Bro-Pro-His-Pro-Ala-Asn-Phe-Cys-Ile-Phe-

1083 ATT AGA GGC GGG GTT 7CA CCA TAT TIG TCA GGC 76G TCT CAA ACT CCT GAC CIC AGG tgac

14
BMI RGGVY S P YL S G WS QTPDL R
315
1le-Arg-Gly-Gly-Val-Ser-Pro-Tyr-Leu-Ser-Gly-Trp-Ser-Gln-Thr -Bro-Asp-Leu-Arg

1144 ccacctgecteagecttocaaagtoetggaat tacaggegt gagecacct cacceageeggetaat ttagataaaaaaat
1223

1224 atgtageaatgoggagtettgctatgttoceeagget ggtetcaaact tetgoet teatgeaatect tecaaatgageca
1303

1304 caacacccagecagteacattttttaaacagttacatetttattttagtatactagaaagtaatacaataaacatgtoaa
1383

1384 acctgeaaattcagtagtaacagagttottttataacttttaaacaaagetttagagea 1442
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(Secuencia 40 de las Patentes de EE.UU. Nos. 5830670, 5948634
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FIG. 2

122 aminoacidos

y 5948888)

No.

de acceso de NCBI Entrez-Protein #AAE25447; PID gl0048540

Secuencia de aminoédcidos

1

11

21

31

41

51

61

71

81

1

101

111

Met-Met-Val-Cys-Trp~Asn-Arg~Phe-Gly-Lys-
M M v C W N R F G K

Trp-Val-Tyr~-Phe-Ile-Ser-Ala~-Ile~Phe~-Asn-
w v Y F I ) A I F N

Phe-Gly~Pro-Arg-Tyr-Leu-Tyr-His-Gly-Val-
F G P R Y L b4 H G v

Pro-Phe~Tyr-Phe-Leu-Ile-Leu-Val-Arg-Ile-
P F Y F L I L v R I

Ile-Ser-Phe-Leu-Ile-Gly-Asp-Met-Glu~-Asp~
I S F L I G D M E D

Val-Leu-Leu-Asn-Cys-Thr-Leu-Leu-Lys~Arg-~
v L L N C T L L K R

Ser-Ser-Arg~Phe-Arg-Phe-Trp-Gly-Ala-Leu-
s S R F R F W G A L

val-Cys-Ser-Met~Asp-Ser-Cys-Arg-Phe~Ser
v C S M D s ¢C R F S

Arg-~Val-Ala~Val~-Thr-Tyr-Arg~Phe-Ile-Thr-
R v A v T Y R F I T

Leu-Leu~-Asn-Ile-Pro~-Ser-Pro-Ala-Val-Trp~
L L N I P s P A v W

Met-Ala-Arg-Asn-Thr-Ile-Asp-Gln-Gln-Val~
M A R N T I D Q Q v

Leu-Ser-Arg-Ile-Lys~Leu~Glu~Ile-Lys-Arg-
L s R I X L E I K R

121 Cys-Leu

C L
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FIG. 3

NTP, 112 amino&cidos
No. de acceso de NCBI Entrez-Protein #XP_032307; PID
gl4725132

Secuencia de aminoacidos

1 Met-Ala-Gln-Ser-Arg-Leu~-Thr-Ala-The-Ser-
M A Q S R L T A T ]
11 Ala-Ser-Arg-Val-Gln-Ala-Ile-Leu-Leu-Ser-
A S R v Q A I L L s
21 Gln-Pro-Pro-Lys~Gln-Leu-Gly-Leu-Arg-Ala-
Q P P K Q L G L R A
31 Pro-Ala-Asn~Thr-Pro-Leu-I1le-Phe~Val-Phe~
P A N T P L I F Vv F
41 Ser-Leu-Glu-Ala-~-Gly~-Phe~-His~His~Ile-Cys~-
5 L E A G F H H I Cc
51 Gln-Ala-Gly~Leu~Lys-Leu-Leu-Thr-Ser-Gly-
Q A G L K L L T S G
61 Asp-Pro-Pro-Ala~-Ser-Ala-Phe-Gln-Ser-Ala-~-
D P P A 8 A F Q S A
71 Gly-Ile-Thr-Gly-Val-Ser-His-Leu-Thr-Gln-~
G I T G v S H L T Q
81 Pro-Ala-Asn-Leu-Asp-Lys-Lys-Ile-Cys-Ser-
P A N L D K K I C S
91 Asn-Gly-Gly-Ser-Cys-Tyr-Val-Ala-Gln-Ala-
N G G s C Y v A Q A
101 Gly-Leu-Lys-Leu-Leu-Ala-Ser-Cys-Asn-Pro-
G L K L L A S C N P
111 Ser-Lys

S K
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FIG. 4

NTP,

No. de acceso de NCBI Entrez-Protein #AAH14951;

11

21

31

41

Sl

61

71

81

91

101

106 amino&cidos

Met-Trp-Thr-Leu-Lys-Ser-Ser-Leu-Val-Leu-
M w T L K S S L v L

Leu-Leu-Cys-Leu-Thr-Cys-Ser-Tyr-Ala-Phe~
L L C L T C S Y A F

Met-Phe-Ser-Ser-Leu-Arg-Gln-Lys~-Thr-Ser-
M F s s L R Q K T s

Glu-Pro-Gln~Gly-Lys-Val~-Pro~-Cys-Gly-Glu-
E P Q G K v P C G E

His-Phe-Arg-Ile-Arg-Gln-Asn-Leu-Pro-Glu-
H P R Xz R Q N L P E

His-Thr-Gln-Gly-Trp-Leu-Gly-Ser-Lys-Trp~
H T Q G W L G S K w

Leu-Trp-Leu-Leu-Phe-2Ala-Val-Val-Pro-Phe-
L w L L F A v v P F

Val-Ile-Leu-Lys-Cys-Gln-Arg-Asp-Ser-Glu-
vV I L K C Q R D S E

Lys~Asn-Lys-Val-Arg-Met-Ala-Pro-Phe-Phe-
K N K v R M A P F P

Leu-His-His-Ile-Asp-Ser-Ile-Ser-Gly-vVal-
L H H I D s I s G v

Ser-Gly~Lys-Arg~Met-Phe
S G K R M F

32
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FIG. 5

NTP,

No.

106 aminoacidos

acceso de NCBI Entrez-Protein #XP_039102;

918599339
1 Met~-Phe-Phe-Val-Leu~Tyr-Arg-Phe-Cys-Phe-
M F F v L Y R F C F
11 Cys-Phe-Phe~Glu-Thr-Glu-Ser-His-Ser-Leu-
C F F E T E S H S L
21 Thr-Gln-Ala-Gly-val-Gln-Trp-Cys-Glu-Leu-
T Q A G \Y Q W C E L
31 Gly-Ser-Pro-Gln-Pro-Leu-Pro-Ser-Gly-Phe-
G S P Q P L P S G F
41 Lys-Arg-Phe-Ser-Cys-Leu-Ser-Leu-Leu-Ser-
K R F S C L S L L S
51 Ser-Trp-Asp-Tyr-Ser-His-Glu-Pro-Pro-~His~
S W D Y S H E P P H
61 Pro-Val~Ile-Cys~-Ser-Phe-Leu-Met-Glu-Lys~
P v I C S F L M E K
71 Cys-Leu-Ile-Leu-Tyr-Lys-Pro-Asn-Gly-Asp-
C L I L Y K P N G D
81 Thr-Ile-Gly-Pro-Ile-Leu~Val-Gln-Gln-Gly-
T I G P I L v Q Q G
91 Lys-Arg-Gln-Lys-Leu-Tyr-Ile-Ser-Ala-Asp-
K R Q K L Y I S A D
100 Leu-Val-His-Leu-Ile-Ala

L v H L I A
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FIG. 6

98 aminoacidos

(Secuencia 30 de las Patentes de EE.UU. Nos. 5830670,
y 5948888)

No. de acceso de NCBI Entrez-Protein #AAE25445;

1

11

21

31

41

51

6l

71

81l

91

Glu-Ala-Tyr-Tyr-Thr-Met~Leu~His-Leu~Pro-
B A Y Y T M L H L P

Thr-Thr-Asn-Arg-Pro~Lys~-Ile-Ala~-His-Cys
T T N R P K I A H C

Ile-Leu-Phe-Asn~-Gln-Pro-His-Ser-Pro-Arg-
I L F N Q P H s P R

Ser-Asn-Ser-His-Ser-His~-Pro-Asn-Pro-Leu-
s N 8 H S H P N P L

Lys-Leu-His-Arg-Arg-Ser-His-Ser-His-Asn-
K L H R R S H S H N

Arg-Pro-Arg~Ala-Tyr-Ile-Leu-Ile-Thr-Ile~
R P R A Y I L I T I

Leu-Pro-Ser-Lys-Leu-Lys-Leu-Arg-Thr-His-
L P S K L K L R T H

Ser-Gln-Ser-His~-His~-Asn-Pro-Leu-Ser-Arg-
s Q S H H N P L s R

Thr-Ser-Asn-Ser-Thr-Pro-Thr-Asn-Ser-Phe~
T S N s T P T N S F

Leu~Met-Thr-Ser-Ser-Lys-Pro-Arg
L M T s s K P R

34
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FIG. 7

75 aminodcidos

(Secuencia 48 de las Patentes de EE.UU. Nos. 5830670,
y 5948888)

No.

11

21

31

41

51

6l

71

de acceso de NCBI Entrez-Protein #AAE25448; PID gl0048541

Ser-Ser-Ser-Leu~Gly-Leu-Pro~-Lys-Cys-Trp~
S s s L G L P X c W

Asp-Tyr-Arg-His-Glu-Leu-Leu-Ser~Leu~Ala-
D Y R H E L L s L A

Leu~-Met~-Ile-Asn-Phe-Arg-Val-Met~-Ala~-Cys
L M I N F R V M 1A ¢

Thr-Phe~-Lys~-Gln-His~Ile-Glu~Leu-Arg-Gln-
T F K Q H 1 E L R ¢

Lys~Ile~-Ser-lIle-Val-Pro-Arg-Lys-Leu-Cys~
K I s I v P R K L C

Cys-Met-Gly-Pro-Val-Cys-Pro-Val-Lys-Ile-
C M G P v C P v K I

Ala-Leu-Leu-Thr-Ile-Asn-Gly-His-Cys-Thr-
A L L T I N G H c T

Trp-Leu~-Pro-Ala-Ser
w L P A S
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FIG. 8

NTP, 68 aminoacidos

(Secuencia 36 de las Patentes de EE.UU. Nos. 5830670, 5948634
y 5948888)
No. de acceso de NCBI Entrez-Protein #AAE25446; PID gl0048539

1 Met-Phe-Val-Phe~Cys-Leu-Ile-Leu-Asn-Arg-
M F VvV F ¢ L 1 L N R

11 Glu-Lys-Ile-Lys~-Gly-Gly-Asn-Ser-Ser-Phe-
E K I K G G N s S F

21 Phe~Leu-Leu-Ser~Phe~Phe-Phe-Ser-Phe-Gln-
P L L S F F F s P Q

31 Asn-Cys-Cys-Gln~Cys-Phe-Gln~Cys-Arg~-Thr-
N C C 0 C F Q C R T

41 Thr-Glu-Gly-Tyr-Ala-Val-Glu-Cys-Phe-Tyr-
T E G Y A v E C F b4

51 Cys-Leu-Val-Asp-Lys-Ala-Ala-Phe-Glu-Cys-
C L v D X A A F E ¢

61l Trp-Trp-Phe-Tyr-Ser-Phe-Asp-Thr
W w F Y S ¥ D T
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FIG. 9

NTP, 61 amino&cidos

No. de acceso de NCBI Entrez-Protein #AAH02534; PID gl2803421
1 Met-Glu-Pro-His~Thr-Val-Ala-Gln-Ala-Gly-
M E P H T v A Q A G

1l Val-Pro~-Gln-~-His-Asp-Leu-Gly-Ser-Leu-Gln-
v 4 Q H D L G S L Q

21 Ser-Leu~Leu~-Pro~Arg-Phe-Lys~-Arg-Phe-Ser-
s L L P R F K R F S

31 Cys-Leu~Ile~Leu-Pro-Lys~-Ile-Trp-Asp~Tyr-
C L I L P K I W D Y

41 Arg~-Asn-Met-Asn-Thr-Ala-Leu-Ile-Lys-Arg-
: R N M N T A L I K R

51 Asn-Arg-Tyr-Thr-Pro-Glu-Thr-Gly-Arg-Lys-
N R Y T P E T G R K

61 Sexr
S

37



ES 2295347 T3

FIG. 10
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FIG. 12
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FIG. 16
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FIG. 18
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> NYMOX PHARMACEUTICAL CORPORATION

<120> METODOS DE UTILIZAR PROTEINAS DE LA CADENA NEURAL PARA TRATAR TUMORES Y TRAS-

TORNOS QUE REQUIEREN LA ELIMINACION O DESTRUCCION DE CELULAS
<130> 018792-0198

<140> PCT/US02/05103

<141> 08-03-2002

<140> 60/273,957
<141> 08-03-2001
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<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcién del organismo desconocido: proteina de la cadena neural
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962

1010

1058

1106

1159

1219
1279
1338
1399

1442



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 295 347 T3

Pro Ala Val Trp Met Ala Arg
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<213> Homo sapiens
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<213> Secuencia artificial
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<223> Descripcién de secuencia artificial: etiqueta de 6-His
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