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DESCRIPCION

Esta invenciéon se refiere a polinucleétidos recién identificados, a los polipéptidos codificados por tales
polinucleétidos, asi como a la produccion de tales polinucledtidos y polipéptidos. El polipéptido de la presente
invencion se ha identificado supuestamente como un homdlogo del factor de crecimiento transformante alfa humano.
Mas en particular, el polipéptido de la presente invencion se ha identificado supuestamente como el factor de
crecimiento transformante alfa HIl, a veces denominado mas adelante en la presente memoria "TGFa-HII". La
invencion se refiere también a la inhibicién de la accion de tales polipéptidos.

El crecimiento y la diferenciacion celular parecen ser iniciados, estimulados, mantenidos y regulados por
una diversidad de factores y hormonas estimuladoras, inhibidoras y sinérgicas. La alteracion y/o el fracaso del
mecanismo de homeostasis celular parece ser una causa fundamental de las enfermedades relacionadas con el
crecimiento, que incluyen las neoplasias. Los factores moduladores del crecimiento estan implicados en una amplia
diversidad de procesos patolégicos y fisiologicos que incluyen la transduccidon de sefiales, la comunicacion, el
crecimiento y el desarrollo celular, la embriogénesis, la respuesta inmunitaria, la supervivencia y la diferenciacion de
las células hematopoyéticas, la inflamacion, la reparacién y la remodelacion tisular, la ateroesclerosis y el cancer. El
factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento transformante alfa (TGFa), la betacelulina, la
anfirregulina, y el factor de crecimiento de vaccinia, entre otros factores, son proteinas moduladoras del crecimiento
y la diferenciacion producidas por una diversidad de tipos celulares en condiciones fisioldgicas normales o en
respuesta a estimulos exégenos, y son miembros de la familia de EGF.

Estos factores de crecimiento peptidicos influyen en las células de las heridas por medio de mecanismos
autocrinos y paracrinos. También desempefian papeles importantes en la cicatrizacion normal de heridas en tejidos
tales como la piel, la cornea y el tracto gastrointestinal, y todos comparten una homologia sustancial de secuencias
de aminoacidos, lo que incluye la colocacién conservada de tres enlaces disulfuro intracatenarios. Ademas, los tres
factores de esta familia se unen a un receptor glicoproteico transmembrana que tiene un peso molecular de 170.000
y activan la actividad de tirosina quinasa en el dominio citoplasmatico del receptor (Buhrow, S.A. et al., J. Bio.
Chem., 258:7824-7826 (1983)).

Los receptores se expresan en muchos tipos de células, que incluyen los queratinocitos cutaneos, los
fibroblastos, las células endoteliales vasculares, y las células epiteliales del tracto Gl. Estos factores de crecimiento
peptidicos son sintetizados por diversas células implicadas en la cicatrizacion de heridas, que incluyen plaquetas,
queratinocitos, y macréfagos activados. Estos factores de crecimiento se han implicado también tanto en la
estimulacion del crecimiento y la diferenciacion de ciertas células, por ejemplo, en neoplasias, como en la inhibicion
de otros tipos de células.

La betacelulina es una glicoproteina de 32 kilodaltons que parece procesarse desde un precursor
transmembrana mayor mediante escisién proteolitica. EI dominio carboxiterminal de la betacelulina tiene una
similitud de secuencias del 50% con el del factor de crecimiento transformante a de rata. La betacelulina es un
mitégeno potente para las células epiteliales pigmentadas de la retina y las células musculares lisas vasculares.

La anfirregulina es un factor regulador del crecimiento celular bifuncional que exhibe una actividad
inhibidora potente sobre la sintesis de ADN en las células neoplasicas, y sin embargo estimula el crecimiento de
ciertas células normales. Se ha asignado una amplia diversidad de usos para la anfirregulina, que incluyen el trata-
miento de heridas y canceres. Por ejemplo, la anfirregulina tiene efectos antiproliferativos potentes in vitro en varias
lineas celulares de cancer humano de origen epitelial. La anfirregulina también induce la proliferacion de fibroblastos
de prepucio humano, tal como se muestra en la solicitud de patente de Estados Unidos n® 5.115.096.

TGFa tiene efectos bioldgicos pleiotropicos. La produccién de ciertos miembros de TGFa es sintetizada por
varios fibroblastos transformados de manera oncégena (Ciardiello et al., J. Cell. Biochem., 42:45-57 (1990)), asi
como por una diversidad de tumores, que incluyen carcinomas renales, de mama y escamosos, melanomas y glio-
blastomas (Derynck, R. et al., Cancer Res., 47:707-712 (1987)). Existen pruebas directas de que la expresién de
TGFa puede ser un factor contribuyente en la conversion de una célula normal en su homodlogo tumorigeno
mediante el analisis de ratones transgénicos en los que las células tumorales expresan niveles elevados de TGFa.
Los animales transgénicos para TGFa exhiben una diversidad de lesiones neoplasicas, dependiendo de la cepa del
ratén y de la eleccion del promotor que regula la expresién de TGFa (Sandgren, et al., Cell, 61:1121-1135 (1990)).

TGFa también desempefa un papel en el desarrollo embrionario normal y en la fisiologia del adulto
(Derynck, R. Adv. Cancer Res., 58:27-5 (1992)). TGFa se ha expresado en muchos tejidos, que incluyen la piel,
cerebro, mucosa gastrointestinal y macréfagos activados. Por lo tanto, TGFa es un factor importante en el control del
crecimiento de las células epiteliales, y desempefia un papel en la cicatrizaciéon de heridas. También se ha
descubierto que TGFa es angiogénico (Schreiber, et al., Science, 232:1250-1253 (1986)).

El polipéptido de la presente invencidon se ha identificado supuestamente como el factor de crecimiento
transformante TGFa- HIl. Esta identificacion se ha realizado como resultado de la homologia de secuencias de
aminoacidos respecto de TGFa humano.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencién, se proporcionan polipéptidos nuevos codificados por
un polinucledtido seleccionado del grupo que consiste en
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(a) polinucleodtidos que codifican un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en Seq.
ID No. 2;

(b) polinucleétidos que codifican un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de los residuos 1
a 329 tal como se representa en Seq. ID No. 2;

y

(c) una variante alélica del polinucleétido de (a) o (b).
Los polipéptidos de la presente invencion son de origen humano.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporcionan polinucleétidos aislados tal como se
definieron anteriormente que codifican los polipéptidos de la presente invencion, que incluyen mARNs, ADNs,
cADNs y ADNs gendmicos.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencién, se proporcionan procedimientos para la
produccion de tal polipéptido mediante técnicas recombinantes que comprenden cultivar células hospedadoras
procarioticas y/o eucariéticas recombinantes, que contienen una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido de la presente invencién.

Tales polipéptidos, o los polinucleétidos que codifican tales polipéptidos, se pueden utilizar para fines
terapéuticos, por ejemplo, para estimular la cicatrizacién de heridas, para restablecer el funcionamiento neurolégico
normal tras un traumatismo o por demencia asociada al SIDA, para tratar trastornos oculares, para seleccionar como
objetivo ciertas células, para tratar trastornos renales y hepaticos y para estimular el desarrollo folicular del pelo,
para estimular la angiogénesis para el tratamiento de quemaduras, ulceras e incisiones en la cérnea, y para
estimular la embriogénesis.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion, también se proporcionan sondas de acidos
nucleicos que comprenden moléculas de acidos nucleicos de longitud suficiente para hibridar en condiciones
rigurosas a las secuencias de acidos nucleicos de la presente invencidon mencionadas anteriormente.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion, se proporcionan anticuerpos hacia tales
polipéptidos.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporcionan antagonistas hacia tales
polipéptidos, que se pueden usar para inhibir la accion de tales polipéptidos, por ejemplo, en el tratamiento de la
inflamacién de la cérnea, neoplasias, por ejemplo, tumores y canceres, y para la psoriasis, en el que dicho
antagonista es un anticuerpo hacia tal polipéptido o una construccién antisentido que hibrida a un polinucleétido que
codifica dicho polipéptido.

Las secuencias de acidos nucleicos proporcionadas se pueden usar en ensayos de diagnoéstico para la
deteccion de enfermedades relacionadas con la sobreexpresion del polipéptido de la presente invencién y las
mutaciones de las secuencias de acidos nucleicos que codifican tal polipéptido.

Tales polipéptidos, o los polinucleétidos que codifican tales polipéptidos, se pueden usar para fines in vitro
relacionados con la investigacion cientifica, la sintesis de ADN vy la fabricacion de vectores de ADN.

Estos y otros aspectos de la presente invenciéon deberian ser evidentes para los expertos en la técnica a
partir de las ensefianzas de la presente memoria.

Los siguientes dibujos son ilustrativos de las realizaciones de la invencion, y no pretenden limitar el alcance
de la invencién abarcado por las reivindicaciones.

La Figura 1 representa la secuencia de cADN en la secuencia de aminoacidos deducida correspondiente de
TGFa-HIl. Se usan las abreviaturas de una letra estdndar para los aminoacidos. Se ha subrayado la secuencia
sefal supuesta.

La Figura 2 es una ilustracion de la homologia de secuencias de aminoacidos comparativa entre la betacelulina
humana, TGFa humano y TGFa-HIl humano (tercera fila). Un * indica el motivo de EGF conservado que se
demuestra que esta conservado en el polipéptido de la presente invencion. El subrayado indica la secuencia
madura del TGFa humano.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona un acido nucleico aislado
(polinucledtido) que codifica el polipéptido maduro que tiene la secuencia de aminoacidos deducida de la Figura 1
(SEQ ID NO:2) el polipéptido maduro esta codificado por el cADN del clon depositado como el depdsito de la ATCC
n°® 97160, el 24 de mayo de 1995.

Se puede obtener un polinucleétido que codifica un polipéptido de la presente invencion a partir de cerebro
humano vy tejido cerebral en una etapa temprana. El polinucleétido de esta invencion se descubrié en una biblioteca
de cADN procedente de un embriéon de dos semanas. Esta relacionado estructuralmente con la familia de EGF.
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Contiene un marco de lectura abierto que codifica una proteina de 374 residuos de aminoacidos, de los cuales
aproximadamente 45 residuos de aminoacidos son la secuencia lider supuesta. La proteina exhibe el mayor grado
de homologia hacia TGFa humano, con una identidad del 26 % y una similitud del 46 % a lo largo de un tramo de
236 aminoacidos. TGFa-HIl contiene los seis residuos de cisteina conservados hallados en todos los miembros de la
familia de EGF.

El polinucleétido de la presente invencion puede estar en forma de ARN o en forma de ADN, y dicho ADN
incluye el cADN, el ADN gendmico, y el ADN sintético. EI ADN puede ser bicatenario o monocatenario, y si es
monocatenario puede ser la cadena codificante o la no codificante (antisentido). La secuencia codificante que
codifica el polipéptido maduro puede ser idéntica a la secuencia codificante mostrada en la Figura 1 (SEQ ID NO: 1)
o la del clon depositado, o puede ser una secuencia codificante diferente la cual, como resultado de la redundancia o
la degeneracion del codigo genético, codifica el mismo polipéptido maduro que el ADN de la Figura 1 (SEQ ID NO:1)
o el cADN depositado.

El polinucleétido que codifica el polipéptido maduro de la Figura 1 (SEQ ID NO:2) o el polipéptido maduro
codificado por el cADN depositado puede incluir, pero sin limitacion: solamente la secuencia codificante del
polipéptido maduro; la secuencia codificante del polipéptido maduro y una secuencia codificante adicional tal como
una secuencia lider o secretora o una secuencia de proproteina; la secuencia codificante del polipéptido maduro (y
opcionalmente la secuencia codificante adicional) y una secuencia no codificante, tal como intrones o secuencia no
codificante en 5’ y/o 3’ de la secuencia codificante del polipéptido maduro.

Asi, la expresion "polinucleétido que codifica un polipéptido" abarca un polinucleétido que incluye solamente
la secuencia codificante del polipéptido, asi como un polinucleétido que incluye secuencias codificantes y/o no
codificantes adicionales.

La presente invencion se refiere ademas a las variantes alélicas naturales de los polinucledtidos
anteriormente descritos en la presente memoria que codifican el polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos
deducida de la Figura 1 (SEQ ID NO:2) o el polipéptido codificado por el cADN del clon depositado.

Asi, la presente invencion incluye los polinucleétidos que codifican el mismo polipéptido maduro mostrado
en la Figura 1 (SEQ ID NO:2) o el mismo polipéptido maduro codificado por el cADN del clon depositado, asi como
las variantes alélicas de tales polinucledtidos. Tales variantes nucleotidicas incluyen las variantes por delecién, las
variantes por sustitucion y las variantes por adicién o insercion.

Como se indicd anteriormente en la presente memoria, el polinucleétido puede tener una secuencia
codificante que es una variante alélica natural de la secuencia codificante mostrada en la Figura 1 (SEQ ID NO:1) o
de la secuencia codificante del clon depositado. Tal como se conoce en la técnica, una variante alélica es una forma
alternativa de una secuencia polinucleotidica que puede tener una sustitucion, delecion o adicién de uno o mas
nucleétidos, lo que no altera sustancialmente la funcién del polipéptido codificado.

La presente invencion incluye también polinucleétidos; en los que la secuencia codificante del polipéptido
maduro puede estar fusionada en el mismo marco de lectura a una secuencia polinucleotidica que ayuda en la
expresion y la secrecion de un polipéptido de una célula hospedadora, por ejemplo, una secuencia lider que
funciona como una secuencia secretora para controlar el transporte de un polipéptido desde la célula. El polipéptido
que tiene una secuencia lider es una preproteina, y la secuencia lider puede ser escindida por la célula hospedadora
para formar la forma madura del polipéptido. Los polinucleétidos pueden codificar también una proproteina que es la
proteina madura, mas residuos de aminoacidos adicionales en 5'. Una proteina madura que tiene una prosecuencia
es una proproteina, y es una forma inactiva de la proteina. Una vez que la prosecuencia se escinde, queda una
proteina madura activa.

Asi, por ejemplo, el polinucleétido de la presente invencién puede codificar una proteina madura, o una
proteina que tiene una prosecuencia o una proteina que tiene tanto una prosecuencia como una presecuencia
(secuencia lider).

Los polinucledtidos de la presente invencion pueden tener también la secuencia codificante fusionada en el
marco de lectura a una secuencia marcadora que permite la purificacion del polipéptido de la presente invencién. La
secuencia marcadora puede ser un marcador de hexahistidina aportado por un vector pQE-9 para facilitar la
purificacién del polipéptido maduro fusionado al marcador en el caso de un hospedador bacteriano, o, por ejemplo,
la secuencia marcadora puede ser un marcador de hemaglutinina (HA) cuando se utiliza un hospedador mamifero,
p.ej. células COS-7. El marcador de HA corresponde a un epitopo derivado de la proteina hemaglutinina de la gripe
(Wilson, 1., et al., Cell, 37:767 (1984)).

El término "gen" significa un segmento de ADN implicado en la produccién de una cadena polipeptidica;
incluye las regiones anteriores y posteriores a la region codificante (lider y trailer), asi como las secuencias
intermedias (intrones) entre segmentos codificantes individuales (exones).

Se pueden usar fragmentos del gen de TGFa-HIl de tamafio completo como sonda de hibridacién para una
biblioteca de cADN para aislar el gen de tamafio completo y para aislar otros genes que pueden tener una similitud
de secuencias elevada hacia el gen o una actividad biolégica similar. Las sondas de este tipo tienen preferiblemente
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al menos 30 bases y pueden contener, por ejemplo, 50 o0 mas bases. La sonda se puede usar también para
identificar un clon de cADN que corresponde al transcrito de tamafio completo y un clon o clones gendémicos que
contienen el gen de TGFa-HIl completo que incluye regiones reguladoras y promotoras, exones, e intrones. Un
ejemplo de un cribado comprende aislar la regién codificante del gen mediante el uso de la secuencia de ADN
conocida para sintetizar una sonda oligonucleotidica. Se usan oligonucleétidos marcados que tienen una secuencia
complementaria a la del gen de la presente invencion para cribar una biblioteca de cADN humano, ADN gendmico o
mARN para determinar a qué miembros de la biblioteca hibrida la sonda.

La presente invencion se refiere ademas a polinucledtidos que hibridan en condiciones rigurosas a los
polinucleétidos anteriormente descritos en la presente memoria. Tal como se usa en la presente memoria, la
expresion "condiciones rigurosas” significa que la hibridacion se dara solamente si existe una identidad de al menos
un 95%, y preferiblemente al menos un 97% entre las secuencias. Los polinucleétidos que hibridan a los
polinucledtidos anteriormente descritos en la presente memoria codifican polipéptidos que mantienen
sustancialmente la misma funcién o actividad biolégica que el polipéptido maduro codificado por los cADNs de la
Figura 1 (SEQ ID NO:1) o el/los cADN(s) depositado(s).

De manera alternativa, el polinucleétido puede tener al menos 20 bases, preferiblemente 30 bases, y mas
preferiblemente al menos 50 que hibridan a un polinucleétido de la presente invencion, y que tiene una identidad
hacia él, como se describié anteriormente en la presente memoria, y que puede o no mantener la actividad. Por
ejemplo, tales polinucleétidos se pueden emplear como sondas para el polinucleétido de SEQ ID NO:1, por ejemplo,
para la recuperacion del polinucleétido o como sonda diagnéstica o como cebador de PCR.

Asi, la presente invencion se dirige a polinucleétidos que tienen una identidad de al menos un 95% hacia un
polinucleétido que codifica el polipéptido de SEQ ID NO:2 asi como los fragmentos del mismo, cuyos fragmentos
tienen al menos 30 bases y preferiblemente al menos 50 bases, y a polipéptidos codificados por tales polinucled-
tidos.

El/llos depdsito(s) a los que se hace referencia en la presente memoria se mantendra(n) conforme al
Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos a los fines del
Procedimiento en Materia de Patentes. Estos depdsitos se proporcionan simplemente como comodidad para los
expertos en la técnica, y no son un reconocimiento de que sea necesario un depdsito de acuerdo con 35 U.S.C.
§112. La secuencia de los polinucleétidos contenidos en los materiales depositados, asi como la secuencia de
aminoacidos de los polipéptidos codificados por ellos, se incorporan en la presente memoria como referencia, y son
determinantes en caso de cualquier conflicto con cualquier descripcion de secuencias en la presente memoria.
Puede ser necesaria una licencia para fabricar, usar o comercializar los materiales depositados, y tal licencia no es
concedida por la presente memoria.

La presente invencién se refiere ademas a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos deducida
de la Figura 1 (SEQ ID NO:2) o que tiene la secuencia de aminoacidos codificada por el cADN depositado, asi como
los fragmentos que comprenden los residuos de aminoacidos 1 a 329 de SEQ ID NO:2.

Las expresiones "fragmento," "derivado" y " analogo”, cuando se refieren al polipéptido de la Figura 1 (SEQ
ID NO:2) o al codificado por el cADN depositado, significan un polipéptido que mantiene esencialmente la misma
funcion o actividad bioldgica que tal polipéptido. Asi, un analogo incluye una proproteina que se puede activar
mediante la escision de la porcion de proproteina para producir un polipéptido maduro activo.

El polipéptido de la presente invencion puede ser un polipéptido recombinante, un polipéptido natural o un
polipéptido sintético, preferiblemente un polipéptido recombinante.

Se describe un fragmento, derivado o analogo del polipéptido de la Figura 1 (SEQ ID NO:2) o del codificado
por el cADN depositado que puede ser (i) uno en el que uno o mas de los residuos de aminoacidos estan sustituidos
por un residuo de aminoacido conservado o no conservado (preferiblemente un residuo de aminoacido conservado),
y tal residuo de aminoacido sustituido puede ser o no uno codificado por el cédigo genético, o (ii) uno en el que uno
0 mas de los residuos de aminoacidos incluyen un grupo sustituyente, o (iii) uno en el que el polipéptido maduro esta
fusionado a otro compuesto, tal como un compuesto para incrementar la semivida del polipéptido (por ejemplo,
polietilen glicol), o (iv) uno en el que los aminoacidos adicionales estan fusionados al polipéptido maduro, tal como
una secuencia lider o secretora o una secuencia que se emplea para la purificaciéon del polipéptido maduro o una
secuencia de proproteina. Se considera que tales fragmentos, derivados y anélogos estan dentro del alcance de los
expertos en la técnica a partir de las ensefianzas de la presente memoria.

Los polipéptidos y polinucleétidos de la presente invencion se proporcionan preferiblemente en una forma
aislada, y preferiblemente se purifican hasta homogeneidad.

El término "aislado" significa que el material se elimina de su medio original (p.ej., el medio natural si se da
de forma natural). Por ejemplo, un polinucleétido o polipéptido natural presente en un animal vivo no esta aislado,
pero el mismo polinucleétido o polipéptido, separado de algunos o de todos los materiales coexistentes en el sistema
natural, esta aislado. Tales polinucleétidos podrian ser parte de un vector, y/o tales polinucleétidos o polipéptidos
podrian ser parte de una composicion, y todavia estar aislados ya que tal vector o composicién no es parte de su
medio natural.
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Los polipéptidos de la presente invencion incluyen el polipéptido de SEQ ID NO:2 (en particular el
polipéptido maduro) asi como los polipéptidos codificados por las variantes alélicas del polinucleétido que codifica el
polipéptido de SEQ ID NO:2 (o el polipéptido maduro).

Tal como se conoce en la técnica, la "similitud" entre dos polipéptidos se determina comparando la
secuencia de aminoacidos y sus sustitutos de aminoacidos conservados de un polipéptido respecto de la secuencia
de un segundo polipéptido.

Los fragmentos o las porciones de los polipéptidos de la presente invencién se pueden emplear para
producir el polipéptido de tamafio completo correspondiente mediante sintesis peptidica; por lo tanto, los fragmentos
se pueden emplear como intermedios para producir los polipéptidos de tamafio completo. Los fragmentos o las por-
ciones de los polinucledtidos de la presente invencion se pueden usar para sintetizar los polinucleétidos de tamafio
completo de la presente invencion.

La presente invencion se refiere también a los vectores que incluyen los polinucleétidos de la presente
invencion, a las células hospedadoras que se modifican mediante ingenieria genética con los vectores de la
invencion y a la produccion de los polipéptidos de la invencion mediante técnicas recombinantes.

Las células hospedadoras se modifican mediante ingenieria genética (transducidas o transformadas o
transfectadas) con los vectores de esta invencién que pueden ser, por ejemplo, un vector de clonacion o un vector
de expresion. El vector puede estar, por ejemplo, en forma de un plasmido, una particula viral, un fago, etc. Las
células hospedadoras modificadas se pueden cultivar en medios nutritivos convencionales modificados segun sea
apropiado para activar promotores, seleccionar transformantes o amplificar los genes de la presente invencion. Las
condiciones de cultivo, tales como la temperatura, el pH y similares, son los usados previamente con la célula
hospedadora seleccionada para la expansion, y seran evidentes para el técnico experto.

Los polinucledtidos de la presente invencion se pueden emplear para producir polipéptidos mediante
técnicas recombinantes. Asi, por ejemplo, el polinucledtido se puede incluir en cualquiera de una diversidad de
vectores de expresion para expresar un polipéptido. Tales vectores incluyen secuencias de ADN cromosdmicas, no
cromosomicas y sintéticas, p.ej., derivados de SV40; plasmidos bacterianos; ADN de fago; baculovirus; plasmidos de
levaduras; vectores derivados de combinaciones de plasmidos y ADN de fago, ADN viral tal como vaccinia,
adenovirus, viruela aviar, y pseudorrabia. Sin embargo, se puede usar cualquier otro vector con tal de que sea
replicable y viable en el hospedador.

Se puede insertar la secuencia de ADN adecuada en el vector mediante una diversidad de procedimientos.
En general, la secuencia de ADN se inserta en un/varios sitio(s) de endonucleasa de restriccion adecuado(s)
mediante procedimientos conocidos en la técnica. Se considera que tales procedimientos y otros estan dentro del al-
cance de los expertos en la técnica.

La secuencia de ADN en el vector de expresion esta unida de manera operable a una/varias secuencia(s)
de control de la expresion adecuada(s) (promotor) para dirigir la sintesis del mMARN. Como ejemplos representativos
de tales promotores se pueden mencionar: LTR o promotor de SV40, el lac o trp de E. coli., el promotor de fago A P,
y otros promotores que se sabe que controlan la expresion de genes en células procariéticas o eucarioticas o sus
virus. El vector de expresion también contiene un sitio de unién al ribosoma para la iniciacion de la traduccién y un
terminador de la transcripcion. El vector puede incluir también secuencias adecuadas para amplificar la expresion.

Ademas, los vectores de expresion contienen preferiblemente uno o0 mas genes marcadores seleccionables
para proporcionar un rasgo fenotipico para la seleccion de las células hospedadoras transformadas, tal como
dihidrofolato reductasa o resistencia a neomicina para el cultivo de células eucaridticas, o tal como resistencia a
tetraciclina o ampicilina en E. coli.

El vector que contiene la secuencia de ADN adecuada como se describié anteriormente en la presente
memoria, asi como una secuencia promotora o de control, se pueden emplear para transformar un hospedador
adecuado para permitir que el hospedador exprese la proteina.

Como ejemplos representativos de los hospedadores adecuados, se pueden mencionar: células
bacterianas, tales como E. coli, Streptomyces, Salmonella typhimurium; células fungicas, tales como levaduras;
células de insectos, tales como Drosophila S2 y Spodoptera Sf9; células animales, tales como CHO, COS o
melanoma de Bowes; adenovirus; células vegetales, etc. Se considera que la seleccion de un hospedador adecuado
esta dentro del alcance de los expertos en la técnica a partir de las ensefianzas de la presente memoria.

Mas en particular, la presente invencion incluye también construcciones recombinantes que comprenden
una o mas de las secuencias tal como se describieron anteriormente en lineas generales. Las construcciones
comprenden un vector, tal como un vector plasmidico o viral, en el que se ha insertado una secuencia de la in-
vencion, en una orientacién directa o inversa. En un aspecto preferido de esta realizacién, la construccion
comprende demas secuencias reguladoras, que incluyen, por ejemplo, un promotor, unidas de manera operable a la
secuencia. Los expertos en la técnica conocen un gran nimero de vectores y promotores adecuados, y estan dispo-
nibles comercialmente. Los siguientes vectores se proporcionan a modo de ejemplo; Bacterianos: pQE70, pQE60,
pQE-9 (Qiagen), pBS, pD10, phagescript, psiX174, pbluescript SK, pbsks, pNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH46A
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(Stratagene); ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5 (Pharmacia); Eucariéticos: pWLNEO, pSV2CAT,
pOG44, pXT1, pSG (Stratagene) pSVK3, pBPV, pMSG, pSVL (Pharmacia). Sin embargo, se puede usar otro
plasmido o vector con tal de que sea replicable y viable en el hospedador.

Las regiones promotoras se pueden seleccionar de cualquier gen deseado mediante el uso de vectores de
CAT (cloranfenicol transferasa) o de otros vectores con marcadores seleccionables. Dos vectores adecuados son
pKK232-8 y pCM7. Los promotores bacterianos nombrados particulares incluyen lacl, lacZ, T3, T7, gpt, lambda Pk,
P_ y trp. Los promotores eucariéticos incluyen el temprano inmediato de CMV, timidina quinasa de HSV, temprano y
tardio de SV40, LTRs de retrovirus, y metalotioneina-l de ratén. La seleccion del vector y promotor adecuado esta
dentro del nivel de experiencia habitual en la técnica.

En una realizacién adicional, la presente invencion se refiere a células hospedadoras que contienen las
construcciones anteriormente descritas. La célula hospedadora puede ser una célula eucaridtica superior, tal como
una célula de mamifero, o una célula eucariética inferior, tal como una célula de levadura, o la célula hospedadora
puede ser una célula procaridtica, tal como una célula bacteriana. La introduccién de la construcciéon en la célula
hospedadora se puede llevar a cabo mediante transfeccion con fosfato calcico, transfeccion mediada por DEAE-
Dextrano, o electroporacion (Davis, L., Dibner, M., Battey, |., Basic Methods in Molecular Biology, (1986)).

Las construcciones en las células hospedadoras se pueden usar de una manera convencional para producir
el producto génico codificado por la secuencia recombinante. De manera alternativa, los polipéptidos de la invencion
se pueden producir de forma sintética mediante sintetizadores convencionales de péptidos.

Las proteinas maduras se pueden expresar en células de mamifero, de levadura, bacterianas o en células
de oftro tipo bajo el control de los promotores adecuados. También se pueden emplear sistemas de traduccion sin
células para producir tales proteinas mediante el uso de los ARNs derivados de las construcciones de ADN de la
presente invencion. Los vectores de clonacion y expresion adecuados para el uso con los hospedadores
procaridticos y eucarioticos se describen en Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda
edicién, Cold Spring Harbor, N.Y., (1989), cuya descripcién se incorpora en la presente memoria como referencia.

La transcripcion del ADN que codifica los polipéptidos de la presente invenciéon por los eucariotas
superiores se incrementa insertando una secuencia potenciadora en el vector. Los potenciadores son elementos que
actuan en cis de ADN, normalmente de alrededor de 10 a 300 pb que actuan sobre un promotor para incrementar su
transcripcion. Los ejemplos incluyen el potenciador de SV40 en los pb 100 a 270 del lado retrasado del origen de
replicacién, un potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma en el lado
retrasado del origen de replicacion, y potenciadores de adenovirus.

En general, los vectores de expresion recombinantes incluiran origenes de replicacion y marcadores
seleccionables que permiten la transformacion de la célula hospedadora, p.ej., el gen de resistencia a ampicilina de
E. coliy el gen TRP1 de S. cerevisiae, y un promotor derivado de un gen muy expresado para dirigir la transcripcion
de una secuencia estructural en posicién 3'. Tales promotores pueden proceder de operones que codifican enzimas
glicoliticas tales como 3-fosfoglicerato quinasa (PGK), factor a, fosfatasa acida, o proteinas de choque térmico, entre
otras. La secuencia estructural heteréloga se construye en una fase adecuada con secuencias de iniciaciéon y
terminacion de la traduccion, y, preferiblemente, una secuencia lider capaz de dirigir la secrecion de la proteina
traducida al espacio periplasmico o al medio extracelular. Opcionalmente, la secuencia heteréloga puede codificar
una proteina de fusion que incluye un péptido de identificacion N-terminal que confiere caracteristicas deseadas,
p.ej., estabilizacion o purificacion simplificada del producto recombinante expresado.

Los vectores de expresion Utiles para el uso bacteriano se construyen insertando una secuencia de ADN
estructural que codifica una proteina deseada junto con sefiales adecuadas de iniciacion y terminacién de la
traduccion en una fase de lectura operable con un promotor funcional. El vector comprendera uno o mas marcadores
seleccionables fenotipicos y un origen de replicacion para asegurar el mantenimiento del vector y, si es deseable,
para posibilitar la amplificacion dentro del hospedador. Los hospedadores procariéticos adecuados para la
transformacion incluyen E. coli, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium y diversas especies de los géneros
Pseudomonas, Streptomyces, y Staphylococcus, aunque también se pueden emplear otros a voluntad.

Como ejemplo representativo pero no limitante, los vectores de expresién utiles para el uso bacteriano
pueden comprender un marcador seleccionable y un origen de replicacion bacteriano derivado de plasmidos
disponibles comercialmente que comprenden elementos genéticos del vector de clonacién conocido pBR322 (ATCC
37017). Tales vectores comerciales incluyen, por ejemplo, pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia)
y GEM1 (Promega Biotec, Madison, WI, EE.UU.). Estas secciones "estructurales" de pBR322 se combinan con un
promotor adecuado y la secuencia estructural a expresar.

Tras la transformacion de una cepa hospedadora adecuada y el cultivo de la cepa hospedadora hasta una
densidad celular adecuada, el promotor seleccionado se induce por medios adecuados (p.ej., cambio de
temperatura o induccién quimica) y las células se cultivan durante un periodo adicional.

Las células se recogen generalmente mediante centrifugacion, se rompen por medios fisicos o quimicos, y
el extracto bruto resultante se conserva para su purificacion posterior.
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Las células microbianas empleadas en la expresion de las proteinas se pueden romper mediante cualquier
método adecuado, que incluye ciclos de congelacidon-descongelacién, sonicacién, ruptura mecanica, o el uso de
agentes de lisis de células, y los expertos en la técnica conocen bien tales métodos.

También se pueden emplear diversos sistemas de cultivo de células de mamifero para expresar la proteina
recombinante. Los ejemplos de sistemas de expresién de mamiferos incluyen las lineas COS-7 de fibroblastos
renales de mono, descritos por Gluzman, Cell, 23: 175 (1981), y otras lineas celulares capaces de expresar un
vector compatible, por ejemplo, las lineas celulares C127, 3T3, CHO, HelLa y BHK. Los vectores de expresion de
mamiferos comprenderan un origen de replicacion, un promotor adecuado y un potenciador, y también cualquier sitio
necesario de union al ribosoma, sitio de poliadenilacion, sitios donantes y aceptores de corte y empalme, secuencias
de terminacion de la transcripcion, y secuencias no transcritas flanqueantes en 5'. Se pueden usar secuencias de
ADN derivadas del corte y empalme de SV40 y sitios de poliadenilacién para proporcionar los elementos genéticos
no transcritos necesarios.

Los polipéptidos se pueden recuperar y purificar de los cultivos de células recombinantes mediante métodos
que incluyen la precipitacion con sulfato amoénico o etanol, la extraccion con acidos, la cromatografia de intercambio
anidénico o cationico, cromatografia en fosfocelulosa, cromatografia de interacciéon hidrofébica, cromatografia de
afinidad, cromatografia con hidroxiapatito y cromatografia con lectina. Se pueden usar etapas de replegamiento de
proteinas, segin sea necesario, para completar la configuracion de la proteina madura. Finalmente, se puede
emplear la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) para las etapas finales de purificacion.

Los polipéptidos de la presente invencién pueden ser un producto purificado de manera natural, o un
producto de procedimientos de sintesis quimica, o se pueden producir mediante técnicas recombinantes a partir de
un hospedador procariotico o eucariético (por ejemplo, mediante células bacterianas, de levadura, de plantas supe-
riores, de insectos y de mamiferos en cultivo). Dependiendo del hospedador empleado en un procedimiento de
produccion recombinante, los polipéptidos de la presente invencion pueden estar glicosilados o sin glicosilar. Los
polipéptidos de la invencion pueden incluir también un residuo de aminoacido de metionina inicial.

Los polinucledtidos y polipéptidos de la presente invencion se pueden emplear como reactivos de
investigacion y materiales para el descubrimiento de tratamientos y diagndsticos para enfermedades humanas.

El polipéptido de la presente invencion se puede emplear para la caracterizacién de receptores. Los
receptores de la familia de EGF incluyen actualmente cuatro receptores de EGF, denominados EGFR1, EGFR2,
EGFR3 y EGFRA4. El receptor EGFR2 se puede denominar también ERB-2, y esta molécula es util para una diversi-
dad de indicaciones diagndsticas y terapéuticas (Prigent, S.A., y Lemoine, N.R., Prog Growth Factor Res., 4:1-24
(1992)). El polipéptido TGFa-HII es probablemente un ligando para uno o mas de estos receptores, asi como para
un receptor de tipo EGF nuevo identificado. El uso de TGFa-HIl puede ayudar a la identificacion, caracterizacion y
clonacion de tales receptores. Por ejemplo, el gen del receptor de EGF representa el homologo celular del oncogén
v-erb-B del virus de la eritroblastosis aviar. La sobreexpresion del receptor de EGF o la delecion de los segmentos
reguladores de la quinasa de la proteina puede provocar la transformacién tumorigena de las células (Manjusri, D. et
al., Human Cytokines, 364 y 381 (1991)).

Los polipéptidos de la presente invencion se pueden emplear también para el restablecimiento o la mejora
de las funciones neuroldgicas disminuidas como resultado de un traumatismo o de otras patologias dafinas (tales
como la demencia asociada al SIDA, demencia senil, etc.). Se ha descubierto que TGFa y sus homaélogos son los
ligandos mas abundantes para el receptor EGF/TGFa en la mayor parte del cerebro (Kaser, et al., Brain Res Mol
Brain Res: 16:316-322, (1992)). Parece existir una distribucién generalizada de TGFa en diversas regiones del
cerebro en contraste con EGF, que esta presente solamente en areas mas pequefias y mas discretas, lo que indica
que TGF-alfa podria desempefiar un papel fisioldgico en los tejidos cerebrales. Estos sitios receptores numerosos
para TGFa en el cerebro sugieren que TGF tiene una utilidad importante en la estimulacion de la diferenciacion y la
funcién de las células cerebrales normales. Por lo tanto, en los casos en los que el funcionamiento neurolégico esta
disminuido, la administracion del polipéptido de la presente invencion puede estimular el cerebro y mejorar las
funciones fisioldgicas adecuadas.

TGFa-HIl o su forma soluble se puede emplear también para tratar trastornos oculares, por ejemplo, la
inflamacién de la cérnea. Una diversidad de experimentos ha implicado a miembros de la familia de genes de TGFa
en tales patologias. Un articulo reciente resume algunos de los datos relacionados con el papel que estos factores
de crecimiento desempefan en la enfermedad ocular (Mann et al Cell 73:249-261 (1993)). Los experimentos
recientes han demostrado que varios ratones que carecian del gen de TGFa exhibieron inflamacién de la cérnea
debida a una infiltracion de leucocitos y otras células en la sustancia propia de los ojos.

Ademas, la especificidad de los factores de crecimiento de TGFa por sus células objetivo se puede
aprovechar como un mecanismo para destruir la célula objetivo. Por ejemplo, TGFa-HIl o las formas solubles del
mismo se pueden acoplar (por medio de una diversidad de métodos) a moléculas téxicas: por ejemplo, un producto
radiofarmacéutico que inactiva las células objetivo. Estas fusiones factor de crecimiento-toxina destruyen la célula
objetivo (y en ciertos casos las células vecinas mediante una diversidad de efectos "circunstantes"). Un ejemplo
reciente de tales genes de fusion a toxinas ha sido publicado por Mesri, et al., J. Biol. Chem. 268:4853-62 (1993).
TGFa-HIl y las moléculas relacionadas también se pueden encapsular en liposomas y se pueden conjugar a
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anticuerpos que reconocen y se unen a antigenos especificos de tumores o de células, por lo que se proporciona un
medio para "seleccionar como objetivo" las células.

De esta misma manera, TGFa-HIl se puede emplear como un compuesto antineoplasico, ya que los
miembros de la familia de EGF muestran efectos antiproliferativos sobre las células transformadas. Para el uso in
vivo, el polipéptido en cuestion se puede administrar de una diversidad de maneras, que incluyen, pero sin
limitacion, inyeccion, infusion, de manera tépica, parenteral, etc. La administracion puede ser en cualquier vehiculo
fisioldgicamente aceptable, que incluye solucién salina tamponada con fosfato, solucion salina, agua esterilizada,
etc.

El fragmento de polipéptido TGFa-HIl se puede emplear también para tratar ciertos trastornos renales, ya
que se ha descubierto que existe expresion de estos factores de crecimiento en el rifidn. Asi, estos factores pueden
ser necesarios para el mantenimiento fisiolégico adecuado de este 6rgano.

Los tratamientos pueden estar relacionados también con la regeneracion hepatica o la disfuncion hepatica,
ya que TGFa y sus homdlogos y el factor de crecimiento de hepatocitos desencadenan la regeneracién de los
hepatocitos tras una hepatectomia parcial y tras necrosis de hepatocitos aguda (Masuhara, M. et al, Hepatology
16:1241-1249 (1992)).

Un tratamiento importante que implica a TGFa-HIl se refiere a la cicatrizacion de heridas. Las
composiciones de la presente invencion se pueden emplear para el tratamiento de una amplia diversidad de heridas,
que incluyen practicamente todas las heridas cutaneas, las heridas corneales, y las lesiones de las visceras huecas
con un tapiz epitelial. Las heridas adecuadas para el tratamiento incluyen las resultantes de traumatismos tales
como quemaduras, abrasiones y cortes, asi como las de procedimientos quirdrgicos tales como incisiones
quirargicas e injertos de piel. Otras afecciones adecuadas para el tratamiento con el polipéptido de la presente
invencion incluyen las afecciones cronicas, tales como Ulceras crénicas, Ulceras diabéticas, y otras afecciones no
cicatrizantes (tréficas).

TGFa-HIl o un fragmento soluble del mismo se puede incorporar en vehiculos fisiolégicamente aceptables
para la aplicacion al area afectada. La naturaleza de los vehiculos puede variar ampliamente, y dependera de la
localizacién de la aplicacién deseada. Para la aplicaciéon en la piel, se prefiere normalmente una base de crema o
pomada; las bases adecuadas incluyen lanolina, Silvadene (Marion) (en particular para el tratamiento de
quemaduras), Aquaphor (Duke Laboratories, South Norwalk, Conn.), y similares. Si se desea, sera posible incorporar
composiciones que contienen TGFa-HIl en vendas y otros vendajes para heridas para posibilitar la exposicion
continua de la herida al péptido. También pueden tener uso las aplicaciones en aerosol.

La concentracion de TGFa-HIl en la composicidon de tratamiento no es critica, pero deberia ser suficiente
para inducir la proliferacion de las células epiteliales. Las composiciones se pueden aplicar de manera tépica en el
area afectada, generalmente en forma de gotas oculares para el ojo o en forma de cremas, pomadas o lociones para
la piel. En el caso de los ojos, es deseable un tratamiento frecuente, que se aplica normalmente a intervalos de 4
horas 0 menos. En la piel, es deseable mantener continuamente la composiciéon de tratamiento sobre el area
afectada durante la cicatrizacion, con aplicaciones de la composicion de tratamiento de dos a cuatro veces al dia, o
con mas frecuencia.

La cantidad empleada del polipéptido en cuestion variara con la forma de administracion, el empleo de otros
compuestos activos, y similares, que estan en general en el intervalo de alrededor de 1 ug a 100 ug. El polipéptido
en cuestion se puede emplear con un vehiculo fisiologicamente aceptable, tal como solucion salina, solucién salina
tamponada con fosfato, o similares. La cantidad de compuesto empleada se determinara de forma empirica,
basandose en la respuesta de las células in vitro y en la respuesta de los animales experimentales a los polipéptidos
o formulaciones en cuestion que contienen los polipéptidos en cuestion.

El TGFa-HII o un fragmento soluble del mismo se puede emplear en la modulacién de la angiogénesis, la
resorcion dsea, la respuesta inmunitaria, y las funciones efectoras sinapticas y neuronales. TGFa-HIl se puede usar
también en la modulacién de la cascada del acido araquidénico.

TGFa-HIl o un fragmento soluble del mismo se puede emplear también para aplicaciones relacionadas con
la diferenciacion terminal. Muchos factores TGFa, y sus homologos, inducen la diferenciacion terminal en sus células
objetivo. Esta propiedad se puede aprovechar in vivo administrando el factor e induciendo la muerte de la célula
objetivo. Este régimen se esta considerando para trastornos relacionados con la hiper-proliferacion de tipos celulares
médicamente indeseables, tales como canceres y otros trastornos proliferativos (p.ej., inflamacién, psoriasis, etc.).
Ademas de la administracion in vivo, existe una diversidad de situaciones en las que puede estar justificada la
administracion in vitro. Por ejemplo, la médula ésea se puede purgar de poblaciones celulares indeseables in vitro
tratando las células con factores de crecimiento y/o derivados de los mismos.

Las aplicaciones también estan relacionadas con la alopecia, la caida del pelo y otras afecciones cutaneas
que pueden afectar al desarrollo folicular del pelo. Varias series de pruebas implican la participacion de los factores
de crecimiento TGFa en tales afecciones. Tal como se describié anteriormente, los ratones "con inactivacion de
genes" modificados para contener una mutacién nula en el gen de TGFa exhiben anormalidades relacionadas con la
sintesis de pelo cuantitativa y cualitativa. Ademas, los estudios de cartografia en ratones han demostrado que
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ciertas mutaciones que afectan al crecimiento del pelo se hallan en el locus del gen de TGFa (Mann et al, Cell
73:249-261(1993)). Las aplicaciones topicas o sistémicas de TGFa-HIl o de los derivados del mismo se pueden
emplear para tratar ciertas formas de alopecia y pérdida del pelo, y estas reivindicaciones se hallan dentro del
alcance de esta invencion.

Ciertas patologias de enfermedades se pueden mejorar parcialmente o completamente mediante la
administracion clinica sistémica del factor de crecimiento TGFa-HII. Esta administracién puede ser en forma de
terapia génica (véase mas adelante); o por medio de la administracién de péptidos o proteinas sintetizadas a partir
de construcciones recombinantes de ADN de TGFa-HIl o a partir de la sintesis quimica de péptidos (Woo, et al.,
Protein Engineering 3:29-37 (1989).

Esta descripcion proporciona un método de cribado de compuestos para identificar compuestos agonistas o
antagonistas para el polipéptido de la presente invencion. Como ejemplo, se incuba una célula de mamifero o una
preparacion de membranas que expresan un receptor TGFa-HII con un compuesto potencial, y se mide la capacidad
del compuesto de generar una segunda sefal a partir del receptor para determinar si es un agonista eficaz. Tales
sistemas de segundos mensajeros incluyen, pero sin limitacion, cAMP guanilato ciclasa, canales de iones o hidrolisis
de fosfoinositol. Los antagonistas eficaces se determinan mediante el método anterior, en el que se detecta que un
compuesto antagonista se une al receptor, pero no provoca una respuesta de segundo mensajero para bloquear con
ello el receptor de TGFa-HIl.

Otro ensayo para la identificacion de antagonistas potenciales especificos para los receptores para el
polipéptido de la presente invencién es un ensayo competitivo que comprende aislar membranas plasmaticas que
sobreexpresan un receptor para el polipéptido de la presente invencion, por ejemplo, células de carcinoma A431
humano. Se afiade una muestra de ensayo diluida en serie en un medio (el volumen es de aproximadamente 10
microlitros) que contiene '?I-TGFa-HII 10 nM a 5 microgramos de la membrana plasmatica en presencia del
compuesto antagonista potencial y se incuba durante 4 horas a 4 °C. Las mezclas de reaccion se diluyen y se pasan
inmediatamente a través de un filtro millipore. Después los filtros se lavan rapidamente y se mide la radiactividad
unida en un contador gamma. Entonces se mide la cantidad de TGFa-HIl unido. También se lleva a cabo un ensayo
de control en ausencia del compuesto para determinar si los antagonistas reducen la cantidad de TGFa-HIl unido.

Los compuestos antagonistas potenciales incluyen un anticuerpo, o en ciertos casos, un oligopéptido, que
se une al polipéptido. De manera alternativa, un antagonista potencial puede ser una proteina estrechamente
relacionada que se une al receptor que es una forma inactiva del polipéptido, y por lo tanto impide la accion del
polipéptido de la presente invencion.

Otro compuesto antagonista es una construccion antisentido preparada mediante el uso de la tecnologia
antisentido. Se puede usar la tecnologia antisentido para controlar la expresion génica por medio de la formacién de
hélices triples o ADN o ARN antisentido, y ambos métodos se basan en la unién de un polinucleétido a ADN o ARN.
Por ejemplo, la porcién codificante de 5 de la secuencia polinucleotidica, que codifica los polipéptidos maduros de la
presente invencioén, se usa para disefiar un oligonucleétido de ARN antisentido de una longitud de alrededor de 10 a
40 pares de bases. Se disefia un oligonucleétido de ADN para que sea complementario a una regién del gen
implicado en la transcripcion (triple hélice - véase Lee et al., Nucl. Acids Res., 6:3073 (1979); Cooney et al, Science,
241:456 (1988); y Dervan et al., Science, 251: 1360 (1991)), por lo que se impide la transcripcion y la produccion del
polipéptido de la presente invencién. El oligonucleétido de ARN antisentido se hibrida al mARN in vivo y bloquea la
traduccion de la molécula de mARN hasta el polipéptido de la presente invencion (Antisentido - Okano, J.
Neurochem., 56:560 (1991); Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene Expression, CRC Press, Boca
Raton, FL (1988)). Los oligonucledtidos anteriormente descritos también se pueden administrar a las células de
forma que el ARN o ADN antisentido se puede expresar in vivo para inhibir la produccién del polipéptido de la
presente invencion.

Los compuestos antagonistas incluyen una pequefia molécula que se une al polipéptido de la presente
invencion y bloquea su accién en el receptor, de forma que se impide la actividad biolégica normal. Las moléculas
pequefas también se pueden unir al receptor del polipéptido para impedir la union. Los ejemplos de moléculas pe-
queias incluyen, pero sin limitacion, péptidos pequefios o moléculas pequefias similares a péptidos.

Los antagonistas se pueden emplear para tratar una neoplasia, por ejemplo, canceres y tumores. Se sabe
que la inhibicion de la secrecion o de la produccion de los miembros de la familia de EGF en las células tumorales
en ratones provoca la regresion de los tumores.

Los antagonistas para los polipéptidos de la presente invencion también se pueden usar terapéuticamente
para el tratamiento de ciertos trastornos cutaneos, por ejemplo, psoriasis. Se ha descubierto que los niveles de
expresion elevados de los miembros de esta familia de factores de crecimiento en biopsias de piel tomadas de
enfermedades, tales como las lesiones psoriasicas, estan elevados (Cook, et al., Cancer Research, 52:3224-3227
(1992)). Los antagonistas se pueden emplear en una composicion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable,
p.ej., como se describe mas adelante en la presente memoria.

Los polipéptidos de la presente invencién o los compuestos agonistas o antagonistas se pueden emplear en
combinacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Tales composiciones comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz del polipéptido o compuesto, y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Tal
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vehiculo incluye, pero sin limitacién, solucion salina, solucién salina tamponada, dextrosa, agua, glicerol, etanol, y
las combinaciones de los mismos. La formulacién deberia ajustarse al modo de administracion.

Los ingredientes de las composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden proporcionar en un
paquete o equipo farmacéutico que comprende uno o mas recipientes rellenos con uno o mas de los ingredientes.
Puede haber asociado a tal(es) recipiente(s) una advertencia en la forma prescrita por una agencia gubernamental
que regula la fabricacion, el uso o la comercializacién de productos farmacéuticos o productos biolégicos, cuyo aviso
refleja la aprobacion por parte de la agencia de la fabricacion, el uso o la comercializacién para la administracion en
seres humanos. Ademas, los polipéptidos o los compuestos de la presente invencidén se pueden emplear junto con
otros compuestos terapéuticos.

Las composiciones terapéuticas se pueden administrar de una manera adecuada, tal como mediante la via
oral, topica, intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, intranasal o intradérmica. Las composiciones
farmacéuticas se administran en una cantidad que es eficaz para el tratamiento y/o la profilaxis de la indicacion
especifica. En general, se administran en una cantidad de al menos alrededor de 10 pg/kg de peso corporal, y en la
mayoria de los casos se administraran en una cantidad que no exceda de alrededor de 8 mg/kg de peso corporal por
dia. En la mayoria de los casos, la dosis es de alrededor de 10 ug/kg a alrededor de 1 mg/kg de peso corporal por
dia, teniendo en cuenta la via de administracion, los sintomas, etc.

Los polipéptidos, y los agonistas y antagonistas que son polipéptidos, se pueden emplear también de
acuerdo con la presente invencién mediante la expresion de tales polipéptidos in vivo, lo que a menudo se denomina
"terapia génica".

Asi, por ejemplo, las células de un paciente se pueden modificar con un polinucleétido (ADN o ARN) que
codifica un polipéptido ex vivo, y después las células modificadas se proporcionan a un paciente a tratar con el
polipéptido. Tales métodos se conocen bien en la técnica, y son evidentes a partir de las ensefianzas de la presente
memoria. Por ejemplo, las células se pueden modificar mediante el uso de un vector plasmidico retroviral que
contiene ARN que codifica un polipéptido de la presente invencion.

De manera similar, las células se pueden modificar in vivo para la expresion de un polipéptido in vivo, por
ejemplo, mediante procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, se transduce una célula de
empagquetamiento con un vector plasmidico retroviral que contiene ARN que codifica un polipéptido de la presente
invencion, de forma que la célula de empaquetamiento produce ahora particulas virales infecciosas que contienen el
gen de interés. Estas células productoras se pueden administrar a un paciente para la modificaciéon de células in vivo
y la expresién del polipéptido in vivo. Estos y otros métodos para administrar un polipéptido de la presente invencion
mediante tal método deberian ser evidentes para los expertos en la técnica a partir de las ensefianzas de la
presente invencion.

Los retrovirus a partir de los cuales pueden proceder los vectores plasmidicos retrovirales mencionados
anteriormente en la presente memoria incluyen, pero sin limitacion, el virus de la leucemia murina de Moloney, virus
de la necrosis esplénica, retrovirus tales como virus del sarcoma de Rous, virus del sarcoma de Harvey, virus de
leucosis aviar, virus de la leucemia del mono gibon, virus de la inmunodeficiencia humana, adenovirus, virus de
sarcoma mieloproliferativo, y virus de tumor mamario. En una realizacion, el vector plasmidico retroviral deriva del
virus de la leucemia murina de Moloney.

El vector incluye uno o mas promotores. Los promotores adecuados que se pueden emplear incluyen, pero
sin limitacién, LTR retroviral; el promotor de SV40; y el promotor de citomegalovirus (CMV) humano descrito en
Miller, et al., Biotechniques, Vol. 7, N° 9, 980-990 (1989), o cualquier otro promotor (p.ej., promotores celulares tales
como los promotores celulares eucariéticos que incluyen, pero sin limitacién, los promotores de histona, pol Ill, y B-
actina). Otros promotores virales que se pueden emplear incluyen, pero sin limitacion, promotores de adenovirus,
promotores de timidina quinasa (TK), y promotores de parvovirus B19. La seleccién de un promotor adecuado sera
evidente para los expertos en la técnica a partir de las ensefianzas contenidas en la presente memoria.

La secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido de la presente invencion esta bajo el control de
un promotor adecuado. Los promotores adecuados que se pueden emplear incluyen, pero sin limitacion, promotores
adenovirales, tales como el promotor tardio principal adenoviral; o promotores heterélogos, tales como el promotor
de citomegalovirus (CMV); el promotor de virus sincitial respiratorio (RSV); promotores inducibles, tales como el
promotor de MMT, el promotor de metalotioneina; promotores de choque térmico; el promotor de albumina; el
promotor de ApoAl; promotores de globinas humanas; promotores de timidina quinasa virales, tales como el
promotor de timidina quinasa de herpes simple; LTRs retrovirales (que incluyen las LTRs retrovirales modificadas
anteriormente descritas en la presente memoria); el promotor de B-actina; y los promotores de hormona del
crecimiento humana. El promotor puede ser también el promotor nativo que controla el gen que codifica el
polipéptido.

El vector plasmidico retroviral se emplea para transducir lineas de células de empaquetamiento para formar
lineas de células productoras. Los ejemplos de las células de empaquetamiento que se pueden transfectar incluyen,
pero sin limitacion, las lineas celulares PE501, PA317, w-2, y-AM, PA12, T19-14X, VT-19-17-H2, yCRE, wCRIP,
GP+E-86, GP+envAm12, y DAN descritas en Miller, Human Gene Therapy, Vol. 1, pags. 5-14 (1990), que se
incorpora en la presente memoria como referencia en su totalidad. El vector puede transducir las células de
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empaquetamiento por cualquier medio conocido en la técnica. Tales medios incluyen, pero sin limitacion, la
electroporacion, el uso de liposomas, y la precipitacién con CaPQO4. En una alternativa, el vector plasmidico retroviral
se puede encapsular en un liposoma, o acoplarlo a un lipido, y después administrarlo a un hospedador.

La linea celular productora genera particulas de vectores retrovirales infecciosas que incluyen la(s)
secuencia(s) de acido(s) nucleico(s) que codifica(n) los polipéptidos. Tales particulas de vectores retrovirales se
pueden emplear después para transducir células eucariéticas, in vitro o in vivo. Las células eucariéticas transducidas
expresaran la(s) secuencia(s) de acido(s) nucleico(s) que codifica(n) el polipéptido. Las células eucariéticas que se
pueden transducir incluyen, pero sin limitacion, células pluripotenciales embrionarias, células de carcinoma
embrionario, asi como células pluripotenciales hematopoyéticas, hepatocitos, fibroblastos, mioblastos,
queratinocitos, células endoteliales, y células epiteliales bronquiales.

Esta invencion se refiere también al uso del gen de la presente invencion como diagnostico. La deteccion
de una forma mutada del gen de la presente invencidon permitira un diagndstico de una enfermedad o una
susceptibilidad a una enfermedad que resulta de la expresion insuficiente del polipéptido de la presente invencion,
por ejemplo, la cicatrizacién inadecuada de heridas, la funcion neuroldgica inadecuada, trastornos oculares,
trastornos renales y hepaticos, desarrollo folicular del pelo, angiogénesis y embriogénesis.

Los individuos que portan mutaciones en el gen humano de la presente invencion se pueden detectar a
nivel del ADN mediante una diversidad de técnicas. Se pueden obtener acidos nucleicos para el diagndstico a partir
de las células de un paciente, tal como de sangre, orina, saliva, biopsia de tejidos y material de autopsia. El ADN
genomico se puede usar directamente para la deteccién, o se puede amplificar enzimaticamente mediante el uso de
PCR (Saiki et al., Nature, 324:163-166 (1986)) antes del analisis. También se puede usar ARN o cADN para el
mismo fin. Como ejemplo, se pueden usar cebadores de PCR complementarios al &cido nucleico que codifica un
polipéptido de la presente invencion para identificar y analizar las mutaciones del mismo. Por ejemplo, se pueden
detectar deleciones e inserciones mediante un cambio del tamafio del producto amplificado en comparacion con el
genotipo normal. Se pueden identificar mutaciones puntuales hibridando el ADN amplificado a ARN radiomarcado, o
de manera alternativa, a secuencias de ADN antisentido radiomarcadas. Las secuencias perfectamente coincidentes
se pueden distinguir de las moléculas bicatenarias emparejadas de manera incorrecta mediante una digestién con
RNasa A o por las diferencias en las temperaturas de fusion.

Las diferencias de secuencia entre el gen de referencia y los genes que tienen mutaciones se pueden
revelar mediante el método de secuenciacion directa de ADN. Ademas, se pueden emplear segmentos de ADN
clonados como sondas para detectar segmentos de ADN especificos. La sensibilidad de este método aumenta
enormemente cuando se combina con la PCR. Por ejemplo, se usa un cebador de secuenciaciéon con un producto
de PCR bicatenario o una molécula molde monocatenaria generada mediante una PCR modificada. La
determinacion de la secuencia se lleva a cabo mediante procedimientos convencionales con nucledtidos
radiomarcados o mediante procedimientos de secuenciacién automaticos con marcadores fluorescentes.

Los ensayos genéticos basados en las diferencias de secuencias de ADN se pueden llevar a cabo mediante
la deteccidn de la alteracion de la movilidad electroforética de los fragmentos de ADN en geles con o sin agentes
desnaturalizantes. Las deleciones e inserciones de secuencias pequefias se pueden visualizar mediante
electroforesis en gel de alta resolucion. Los fragmentos de ADN de las diferentes secuencias se pueden distinguir en
geles con gradiente de formamida desnaturalizantes en los que las movilidades de los diferentes fragmentos de ADN
se retrasan en el gel en diferentes posiciones segun sus temperaturas de fusion especificas o sus temperaturas de
fusion parcial (véase, p.ej., Myers et al., Science, 230:1242 (1985)).

Los cambios de secuencia en lugares especificos se puede revelar también mediante ensayos de
proteccion de nucleasas, tales como la proteccién de RNasa y S1 o el método de escisiéon quimica (p.ej., Cotton et
al.,, PNAS, USA, 85:4397-4401 (1985)).

Asi, la deteccion de una secuencia de ADN especifica se puede llevar a cabo mediante métodos tales como
hibridacion, proteccién de RNasa, escision quimica, secuenciacion directa de ADN o el uso de enzimas de
restriccion (p.ej., polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP)) y transferencia de Southern de
ADN genomico.

Ademas de la electroforesis en gel y la secuenciacion de ADN mas convencionales, las mutaciones se
pueden detectar también mediante analisis in situ.

La presente descripcién se refiere ademas a ensayos diagnoésticos para la deteccion de niveles alterados
del polipéptido de la presente invencion en diversos tejidos, ya que la sobreexpresion de las proteinas en
comparacion con las muestras de tejidos normales de control puede detectar la presencia de ciertos estados
patoldgicos, tales como neoplasia, trastornos cutaneos, trastornos oculares e inflamacién. Los ensayos usados para
detectar los niveles del polipéptido de la presente invencion en una muestra derivada de un hospedador son muy
conocidos para los expertos en la técnica, e incluyen los radioinmunoensayos, ensayos de union competitiva,
andlisis de transferencia de Western y preferiblemente un ensayo ELISA. Un ensayo ELISA comprende inicialmente
preparar un anticuerpo especifico hacia un antigeno del polipéptido de la presente invencion, preferiblemente un
anticuerpo monoclonal. Ademas, se prepara un anticuerpo indicador hacia el anticuerpo monoclonal. Se une un
reactivo detectable al anticuerpo indicador, tal como radiactividad, fluorescencia o en este ejemplo una enzima
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peroxidasa de rabano. A continuacion se extrae una muestra de un hospedador y se incuba en un soporte sdlido,
p.ej. una placa de poliestireno, que une las proteinas de la muestra. Cualquier sitio de unién de proteina libre de la
placa se cubre después mediante la incubacion con una proteina inespecifica tal como albumina de suero bovino. A
continuacion, el anticuerpo monoclonal se incuba en la placa, durante cuyo tiempo los anticuerpos monoclonales se
unen a los polipéptidos de la presente invencion unidos a la placa de poliestireno. Todo el anticuerpo monoclonal sin
unir se elimina mediante lavado con tampén. El anticuerpo indicador unido a peroxidasa de rabano se coloca a
continuacién en la placa, lo que da como resultado la union del anticuerpo indicador al anticuerpo monoclonal unido
a los polipéptidos de la presente invencion. El anticuerpo indicador sin unir se elimina después mediante lavado.
Después se afiaden los sustratos de la peroxidasa a la placa, y la cantidad de color desarrollada en un periodo de
tiempo dado es una medida de la cantidad de proteina presente en un volumen dado de muestra del paciente en
comparacién con una curva patrén.

También se puede emplear un ensayo competitivo para determinar los niveles del polipéptido de la presente
invencion en una muestra procedente del hospedador. Tal ensayo comprende aislar membranas plasmaticas que
sobreexpresan el receptor del polipéptido de la presente invencion. Después se afiade una muestra de ensayo que
contiene los polipéptidos de la presente invenciéon que se han marcado a las membranas plasmaticas y después se
incuba durante un periodo de tiempo determinado. También se afade a la mezcla de reaccidbn una muestra
procedente de un hospedador que se sospecha que contiene el polipéptido de la presente invencion. Las mezclas
de reaccion se pasan después a través de un filtro que se lava rapidamente, y después se mide la radiactividad
unida para determinar la cantidad de competicién por los receptores, y por lo tanto la cantidad de los polipéptidos de
la presente invencion en la muestra.

Se pueden usar anticuerpos especificos hacia TGFa-HIl para el diagndstico y la terapia del cancer, ya que
muchos tipos de células cancerosas tienen niveles elevados de diversos miembros de la familia de TGFa durante el
proceso de la neoplasia o hiperplasia. Estos anticuerpos se unen e inactivan TGFa-HIl. Los anticuerpos mono-
clonales hacia TGFa-HIl (y/o los miembros de su familia) tienen uso clinico para el diagnodstico y la terapia de ciertos
trastornos que incluyen (pero sin limitacion) las anormalidades del crecimiento hiperplasico y neoplasico. El aumento
de la expresion del factor de crecimiento por los tejidos neoplasicos constituye la base de una diversidad de ensayos
en suero que detectan los incrementos del factor de crecimiento en la sangre de los pacientes afectados. Estos
ensayos se aplican en general no solamente en situaciones de diagnostico, sino que se aplican también en
situaciones de prondstico (para detectar la presencia de células tumorales ocultas tras la cirugia, quimioterapia, etc.).

Ademas, las células malignas que expresan el receptor de TGFa-HIl se pueden detectar mediante el uso de
TGFa-HIl marcado en un ensayo de unién a receptor, o mediante el uso de anticuerpos hacia el propio receptor de
TGFa-HIl. Las células se pueden distinguir de acuerdo con la presencia y la densidad de receptores para TGFa-HlI,
por lo que se proporciona un medio para predecir la susceptibilidad de tales células a las actividades bioldgicas de
TGFa-HIL.

Las secuencias de la presente invencién también son valiosas para la identificacion de cromosomas. La
secuencia se dirige especificamente y puede hibridar con una localizacion particular en un cromosoma humano
individual. Ademas, actualmente existe la necesidad de identificar sitios particulares en el cromosoma. Actualmente
estan disponibles unos cuantos reactivos que marcan los cromosomas basados en datos de secuencia reales
(polimorfismos de repeticiones) para marcar las localizaciones cromosomicas. La cartografia de los ADNs en los
cromosomas segun la presente invencion es una primera etapa importante en correlacionar esas secuencias con los
genes asociados a una enfermedad.

Brevemente, las secuencias se pueden cartografiar en cromosomas preparando cebadores de PCR
(preferiblemente 15-25 pb) a partir del cADN. El analisis informatico de la region sin traducir de 3' del gen se usa
para seleccionar rapidamente los cebadores que no abarcan mas de un exén del ADN gendémico, complicando asi el
procedimiento de amplificacion. Estos cebadores se usan después para el cribado mediante PCR de hibridos de
células somaticas que contienen cromosomas humanos individuales. Solamente aquellos hibridos que contienen el
gen humano correspondiente al cebador produciran un fragmento amplificado.

La cartografia mediante PCR de los hibridos de células somaticas es un procedimiento rapido para asignar
un ADN particular a un cromosoma particular. Mediante el uso de la presente invencién con los mismos cebadores
oligonucleotidicos, se puede llevar a cabo la sublocalizacion con paneles de fragmentos de cromosomas especificos
0 mezclas de grandes clones gendmicos de una manera analoga. Otras estrategias de cartografia que se pueden
usar de manera similar para cartografiar el cromosoma incluyen la hibridacion in situ, precribando con cromosomas
marcados clasificados mediante citometria de flujo y la preseleccién mediante hibridacion para construir bibliotecas
de cADN especificas del cromosoma.

La hibridacion in situ fluorescente (FISH) de un clon de cADN en una extensidon cromosémica en metafase
se puede usar para proporcionar una localizacién cromosomica precisa en una etapa. Esta técnica se puede usar
con un cADN corto de 50 6 60 bases. Para una revision de esta técnica, véase Verma et al., Human Chromosomes:
a Manual of Basic Techniques, Pergamon Press, Nueva York (1988).

Una vez que se ha cartografiado una secuencia en una localizacién cromosdmica precisa, la posicion fisica
de la secuencia en el cromosoma se puede correlacionar con datos de cartografia genética. Tales datos se hallan,
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por ejemplo, en V. McKusick, Mendelian Inheritance in Man (disponible en linea a través de la Johns Hopkins
University Welch Medical Library). La relacion entre genes y enfermedades que se han cartografiado en la misma
region cromosémica se identifica después por medio del analisis de ligamiento (herencia conjunta de genes
fisicamente adyacentes).

A continuacién, es necesario determinar las diferencias del cADN o la secuencia gendmica entre los
individuos afectados y no afectados. Si se observa una mutacion en algunos o en todos los individuos afectados
pero no en ningun individuo normal, entonces es probable que la mutacion sea el agente causante de la
enfermedad.

Con la resolucion actual de las técnicas de cartografia fisica y cartografia genética, un cADN localizado con
precision en una regién cromosoémica asociada a la enfermedad podria ser uno de entre 50 y 500 genes causantes
potenciales (esto supone una resolucion de cartografia de 1 megabase y un gen por cada 20 kb).

Los polipéptidos, sus fragmentos u otros derivados, o los analogos de los mismos, o las células que los
expresan se pueden usar como inmundgenos para producir anticuerpos hacia ellos. Estos anticuerpos pueden ser,
por ejemplo, anticuerpos policlonales o monoclonales. La presente invencion incluye también anticuerpos quiméri-
cos, de cadena simple, y anticuerpos humanizados, asi como fragmentos Fab, o el producto de una biblioteca de
expresion de Fab. Se pueden usar diversos procedimientos conocidos en la técnica para la produccién de tales
anticuerpos y fragmentos.

Los anticuerpos generados contra los polipéptidos que corresponden a una secuencia de la presente
invencién se pueden obtener mediante inyeccion directa de los polipéptidos en un animal o administrando los
polipéptidos a un animal, preferiblemente un animal que no es un ser humano. El anticuerpo asi obtenido se unira
después a los polipéptidos propiamente dichos. De esta manera, se puede usar incluso una secuencia que codifique
solamente un fragmento de los polipéptidos para generar anticuerpos que se unen a los polipéptidos nativos
completos. Tales anticuerpos se pueden usar para aislar el polipéptido a partir del tejido que expresa ese
polipéptido.

Para la preparacién de anticuerpos monoclonales, se puede usar cualquier técnica que proporcione
anticuerpos producidos mediante cultivos de lineas celulares continuos. Los ejemplos incluyen la técnica de
hibridomas (Kohler y Milstein, 1975, Nature, 256: 495-497), la técnica de triomas, la técnica de hibridomas de células
B humanas (Kozbor et al.,, 1983, Immunology Today 4:72), y la técnica de hibridomas de EBV para producir
anticuerpos monoclonales humanos (Cole, et al., 1985, en Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss,
Inc., pags. 77-96).

Las técnicas descritas para la produccion de anticuerpos de cadena simple (patente de EE.UU. 4.946.778)
se pueden adaptar para producir anticuerpos de cadena simple hacia productos polipeptidicos inmundgenos de esta
invencién. Ademas, se pueden usar ratones transgénicos para expresar anticuerpos humanizados hacia productos
polipeptidicos inmunégenos de esta invencion.

La presente invencion se describira adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos; sin embargo,
se debe entender que la presente invencion no se limita a tales ejemplos. Todas las partes o cantidades, a menos
que se especifique de otra manera, estan en peso.

Para facilitar la comprension de los siguientes ejemplos, se describiran métodos y/o expresiones que se dan
con frecuencia.

Los "plasmidos" se designan mediante una p minuscula precedida y/o seguida por letras mayusculas y/o
numeros. Los plasmidos de partida de la presente memoria estan disponibles comercialmente, disponibles
publicamente sin restricciones, o se pueden construir a partir de plasmidos disponibles de acuerdo con los
procedimientos publicados. Ademas, se conocen en la técnica plasmidos equivalentes a los descritos, y seran
evidentes para el técnico experto.

La "digestion" de ADN se refiere a la escision catalitica del ADN con una enzima de restriccion que actua
solamente en ciertas secuencias del ADN. Las diversas enzimas de restriccion usadas en la presente memoria estan
disponibles comercialmente, y sus condiciones de reaccion, cofactores y otros requerimientos se usaron de la forma
que conoceria el técnico experto. Para fines analiticos, se usa en general 1 pyg de plasmido o de fragmento de ADN
con alrededor de 2 unidades de enzima en alrededor de 20 ul de disoluciéon tampén. Con el fin de aislar los
fragmentos de ADN para la construccién del plasmido, se digieren en general 5 a 50 yg de ADN con 20 a 250
unidades de enzima en un volumen mayor. El fabricante especifica los tampones adecuados y las cantidades de
sustrato para las enzimas de restriccion particulares. Normalmente se usan tiempos de incubacién de alrededor de 1
hora a 37 °C, pero pueden variar de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Tras la digestion, la reaccion se
somete a electroforesis directamente en un gel de poliacrilamida para aislar el fragmento deseado.

La separacion por tamarfios de los fragmentos escindidos se lleva a cabo mediante el uso de un gel de
poliacrilamida al 8% descrito por Goeddel, D. et al., Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980).
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Los "oligonucleotidos” se refieren a un polidesoxinucleétido monocatenario o dos cadenas complementarias
de polidesoxinucleotidos que se pueden sintetizar quimicamente. Tales oligonucleétidos sintéticos no tienen fosfato
en 5', y asi no se ligaran a otro oligonucledtido sin afiadir un fosfato con un ATP en presencia de una quinasa. Un
oligonucleétido sintético se ligara a un fragmento que no haya sido desfosforilado.

La "ligadura" se refiere al proceso de formar enlaces fosfodiéster entre dos fragmentos de acidos nucleicos
bicatenarios (Maniatis, T., et al., Id., p. 146). A menos que se indique de otra manera, la ligadura se puede llevar a
cabo mediante el uso de tampones y condiciones conocidas con 10 unidades de ADN ligasa de T4 ("ligasa") por 0,5
ug de aproximadamente cantidades equimolares de los fragmentos de ADN a ligar.

A menos que se indique de otra manera, la transformacién se llevé a cabo como se describié en el método
de Graham, F.y Van der Eb, A., Virology, 52:456-457 (1973).

Ejemplo 1

Expresién Bacteriana y Purificaciéon de la Forma Soluble de TGFa-HII

La secuencia de ADN que codifica TGFa-HII, ATCC n° 97160, se amplificé inicialmente mediante el uso de
cebadores oligonucleotidicos de PCR que correspondian a las secuencias de 5' de la proteina TGFa-HIl procesada
(menos la secuencia del péptido sefal) y las secuencias del vector en 3' del gen de TGFa-HIl. Se afiadieron
nucleétidos adicionales que correspondian a TGFa-HIl a las secuencias de 5' y 3', respectivamente. El cebador
oligonucleotidico de 5' tiene la secuencia 5 CCCGGATCCGCACGAGACATACCTTGTCCG 3' (SEQ ID NO:3) y
contiene un sitio de enzima de restriccion BamHI (en negrita) seguido por 21 nucledtidos de la secuencia codificante
de TGPa-HIl que comienza a partir del aminoacido terminal supuesto del codén de la proteina procesada. La
secuencia de 3', 5 GGGAAGCTTTTAATACTGAAATCGTACAGGAC 3', (SEQ ID NO:4) contiene secuencias
complementarias a un sitio de Hind Il y va seguida por 23 nucledtidos de TGFa-HIl. Los sitios de enzimas de
restriccion corresponden a los sitios de enzimas de restriccion en el vector de expresion bacteriano pQE-9 (Qiagen,
Inc. Chatsworth, CA, 91311), pQE-9 codifica una resistencia a antibidticos (Amp’), un origen de replicacion
bacteriano (ori), un operador promotor (P/O) regulable de IPTG, un sitio de unién al ribosoma (RES), un marcador 6-
His y sitios de enzimas de restriccion, pQE-9 se digirié después con BamHI y Hindlll. Las secuencias amplificadas se
ligaron en pQE-9 y se insertaron en el marco de lectura con la secuencia que codifica el marcador de histidinas y el
RBS. La mezcla de ligadura se us6 después para transformar la cepa de E. coli M15/rep 4 (Qiagen, Inc.) mediante el
procedimiento descrito en Sambrook, J. et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Laboratory
Press, (1989). M15/rep4 contiene multiples copias del plasmido pREP4, que expresa el represor lacl y también
confiere resistencia a kanamicina (Kan’). Los transformantes se identificaron por su capacidad de crecer en placas
LB y se seleccionaron las colonias resistentes a ampicilina/kanamicina. Se aislé el ADN plasmidico y se confirmé
mediante analisis de restriccion. Los clones que contenian las construcciones deseadas se cultivaron durante la
noche (O/N) en cultivo liquido en medios LB complementados tanto con Amp (100 ug/ml) como con Kan (25 ug/ml).
El cultivo O/N se uso6 para inocular un gran cultivo en una proporcion de 1:100 a 1:250. Las células se cultivaron a
una densidad o6ptica a 600 (D.O. 600) de entre 0,4 y 0,6. Después se afadio IPTG ("lsopropil-B-D-tiogalacto
pirandsido") a una concentracion final de 1 mM. IPTG induce inactivando el represor lacl, liberando el P/O, lo que
conduce a una expresion génica incrementada. Las células se cultivaron durante otras 3 a 4 horas. Después las
células se recogieron mediante centrifugacion. El sedimento celular se solubilizé en el agente caotropico Guanidina-
HCI 6 Molar. Tras el aclarado, se purifico el TGFa-HIl solubilizado a partir de esta disolucion mediante cromatografia
en una columna de quelato de niquel en condiciones que permiten la unién fuerte de las proteinas que contienen el
marcador de 6-His (Hochuli, E. et al., J. Chromatography 411:177-184 (1984)). TGFa-HIl (85% puro) se eluyé de la
columna en guanidina-HCI 6 molar de pH 5,0, y para la renaturalizacién se ajusté a guanidina-HCI 3 molar, fosfato
sédico 100 mM, glutation 10 molar (reducido) y glutation 2 molar (oxidado). Tras la incubacién en esta disolucion
durante 12 horas, la proteina se dializé con fosfato sédico 10 molar.

Ejemplo 2

Clonacion y Expresién de TGFa-HIl Mediante el Uso del Sistema de Expresiéon de Baculovirus

La secuencia de ADN que codifica las proteinas TGFa-HIl de tamafio completo, ATCC n°® 97160, se
amplificd mediante el uso de cebadores oligonucleotidicos de PCR que correspondian a las secuencias de 5'y 3' del
gen:

Se usaron tres grupos de cebadores:
El primer grupo de cebadores es
5' CGCGGATGCGCCATCATGGTGCTGTGGGAGTCC 3' (SEQ ID NO: 5)

y 5" GCGTCTAGACTAGTATAGAACACTGTAGTCC 3' (SEQ ID NO:6), esta construccion comienza en el
nucledtido 321 y termina en el nucleétido 1248 de SEQ ID NO:1, e incluye la secuencia lider supuesta;

El segundo grupo de cebadores es

5' CGCGGATCCGCCATCATGCTACTCATCGTAGCC 3' (SEQ ID NO:7)
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5' GCGTCTAGACTAGTATAGAACACTGTAGTCC 3' (SEQ ID NO:8), esta construccion comienza en el
nucledtido 402 y termina en el nucledtido 1248 de SEQ ID NO:1, y excluye la secuencia lider supuesta;

El tercer grupo de cebadores es
5' CGCGGATCCAGAACACCACATACCTTGTCCG 3' (SEQ ID NO:9)

5' GCGTCTAGACTAGTATAGAACACTGTAGTCC 3' (SEQ ID NO:10), esta construccion comienza en el
nuclestido 1100 y termina en el nucledtido 1248 de SEQ ID NO:1, y es la porcién soluble supuesta del
polipéptido. Los tres cebadores de 5' tienen un sitio para la enzima de restriccion BamHI (en negrita)
seguido por nucleétidos que se parecen a una sefal eficaz de iniciacion de la traduccion en las células
eucaridticas (Kozak, M., J. Mol. Biol., 196:947-950 (1987) (el coddn de iniciacion para la traduccion "ATG"
esta subrayado). Para el tercer grupo de cebadores, se construyé la secuencia del péptido sefial de
baculovirus en el vector pA2GP.

Las secuencias cebadoras de 3' contienen el sitio de escision para la endonucleasa de restriccion Xbal, y
tienen nucledétidos complementarios al dominio de 3' de TGFa del gen de TGFa-HIl. Las secuencias amplificadas se
aislaron de un gel de agarosa al 1% mediante el uso de un equipo disponible comercialmente ("Geneclean”, BIO 101
Inc., La Jolla, Ca.). El fragmento se digirié6 después con las endonucleasas BamHI y Xbal y después se purifico de
nuevo en un gel de agarosa al 1%. Este fragmento se denomind F2.

El vector pA2 se uso para los primeros dos grupos de cebadores y el vector pA2GP se usd con el tercer
grupo de cebadores. El vector pA2 (modificacion del vector pVL941, discutido mas adelante) se usé para la
expresion de la proteina TGFa- HIl mediante el uso del sistema de expresion de baculovirus (para una revision,
véase: Summers, M.D. y Smith, G.E. 1987, A manual of methods for baculovirus vectors and inspect cell culture
procedures, Texas Agricultural Experimental Station Bulletin No. 1555). Este vector de expresion contiene el
promotor potente de polihedrina del virus de la polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcMNPV) seguido por
los sitios de reconocimiento para las endonucleasas de restriccion. Se uso el sitio de poliadenilacion del virus simio
(SV)40 para una poliadenilacion eficaz. Para la seleccion sencilla del virus recombinante, se insert6 el gen de B-
galactosidasa de E. coli en la misma orientacién que el promotor de polihedrina seguido por la sefial de
poliadenilacion del gen de polihedrina. Las secuencias de polihedrina estaban flanqueadas a ambos lados por
secuencias virales para la recombinacién homdéloga mediada por células de ADN viral de tipo natural co-
transfectado. Se podrian usar otros muchos vectores de baculovirus en lugar de pRG1, tales como pAc373, pVL941
y pAcIMI (Luckow, V.A. y Summers, M.D., Virology, 170: 31-39).

El plasmido se digirié con las enzimas de restriccion BamHI y Xbal y después se desfosforilé mediante el
uso de fosfatasa intestinal bovina mediante procedimientos conocidos en la técnica. EI ADN se aislé después de un
gel de agarosa al 1% mediante el uso del equipo disponible comercialmente ("Geneclean" BIO 101 Inc., La Jolla,
Ca.). Este ADN vector se denominé V2.

El fragmento F2 y el plasmido V2 desfosforilado se ligaron con ADN ligasa de T4. Las células de E. coli
HB101 se transformaron después y se identificaron las bacterias que contenian el plasmido (pBacTGFa-HIl) con el
gen TGFa-HIl mediante el uso de las enzimas de restriccion BamHI y Xbal. La secuencia del fragmento clonado se
confirmo6 mediante la secuenciacion del ADN.

Se co-transfectaron 5 ug del plasmido pBacTGFa-HIl con 1,0 ug de un baculovirus linealizado disponible
comercialmente ("BaculoGold™ baculovirus DNA", Pharmingen, San Diego, CA.) mediante el uso del método de
lipofeccion (Felgner et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84:7413-7417 (1987)).

Se mezcl6 1 ug de ADN de virus BaculoGold™ y 5 pg del plasmido pBacTGFa-HIl en un pocillo estéril de
una placa de microtitulacion que contenia 50 pl de medio de Grace exento de suero (Life Technologies Inc.,
Gaithersburg, MD). Después, se anadieron 10 ul de Lipofectina mas 90 pl de medio de Grace, se mezclaron y se
incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después se afadié la mezcla de transfeccion gota a gota a
las células de insecto Sf9 (ATCC CRL 1711) sembradas en una placa de cultivo de tejidos de 35 mm con 1 ml de
medio de Grace sin suero. La placa se balance6 hacia atras y hacia adelante para mezclar la disolucion recién
afiadida. Después se incub¢ la placa durante 5 horas a 27 °C. Después de 5 horas, la disolucion de transfeccion se
elimin6 de la placa y se afiadid 1 ml de medio de insecto de Grace complementado con un 10% de suero bovino
fetal. La placa se volvié a colocar en un incubador y se continué con el cultivo a 27 °C durante cuatro dias.

Después de cuatro dias, se recogié el sobrenadante y se llevd a cabo un ensayo de placas similar al
descrito por Summers y Smith (anteriormente mencionados). Como modificacion, se us6é un gel de agarosa con
"Blue Gal" (Life Technologies Inc., Gaithersburg) que permite el aislamiento sencillo de las placas tefiidas de azul
(también se puede hallar una descripcion detallada de un "ensayo de placas"” en la guia del usuario para el cultivo de
células de insecto y baculovirologia distribuido por Life Technologies Inc., Gaithersburg, paginas 9-10).

Cuatro dias tras la dilucién en serie, el virus se afadié a las células y las placas tefidas de azul se
recogieron con la punta de una pipeta Eppendorf. El agar que contenia los virus recombinantes se resuspendio
después en un tubo Eppendorf que contenia 200 pl de medio de Grace. El agar se eliminé mediante una
centrifugacion breve y el sobrenadante que contenia el baculovirus recombinante se uso para infectar células Sf9
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sembradas en placas de 35 mm. Cuatro dias mas tarde, los sobrenadantes de estas placas de cultivo se recogieron
y se almacenaron a 4 °C.

Se cultivaron células Sf9 en medio de Grace complementado con un 10% de FBS inactivado térmicamente.
Las células se infectaron con el baculovirus recombinante V-TGPa-HIl a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 2.
Seis horas mas tarde, se elimind el medio y se sustituyé con medio SF900 Il menos metionina y cisteina (Life
Technologies Inc., Gaithersburg). 42 horas mas tarde, se afiadieron 5 uCi de %3-metionina y 5 uCi de ¥3-cisteina
(Amersham). Las células se incubaron adicionalmente durante 16 horas antes de recogerlas mediante
centrifugacion, y las proteinas marcadas se visualizaron mediante SDS-PAGE y autorradiografia.

Ejemplo 3
Expresién de TGFa-HIl Recombinante en Células COS

La expresion del plasmido de TGFa-HIl HA procedié de un vector pcADN3/Amp (Invitrogen) que contenia:
1) origen de replicacion de SV40, 2) gen de resistencia a ampicilina, 3) origen de replicacion de E. coli, 4) promotor
de CMV seguido por una region poliligadora, un intrén de SV40 y un sitio de poliadenilacion. Se cloné un ADN, un
fragmento que codifica el precursor de TGFa-HIl completo y un marcador de HA en el marco de lectura a su extremo
3' en la regioén del poliligador del vector, por lo tanto, la expresion de la proteina recombinante estaba dirigida por el
promotor de CMV. El marcador de HA corresponde a un epitopo derivado de la proteina hemaglutinina de la gripe tal
como se describié previamente (I. Wilson, H. Niman, R. Heighten, A Cherenson, M. Connolly, y R. Lerner, 1984, Cell
37:767, (1984)). La infusion del marcador de HA a la proteina objetivo permite la deteccion sencilla de la proteina
recombinante con un anticuerpo que reconoce el epitopo de HA.

La estrategia de construccion del plasmido se describe como sigue:

La secuencia de ADN que codifica TGFa-HII, ATCC n° 97160, se construyé mediante PCR del EST original
clonado mediante el uso de dos cebadores: el cebador de 5, 5'
CGCGGATCCGCCATCATGGTGCTGTGGGAGTCC 3' (SEQ ID NO:11) contiene un sitio BamHI (en negrita)
seguido de 18 nucledtidos de TGFa-HII que codifican la secuencia que comienza a partir del codon de
iniciacion; la secuencia de 3', 5 GCGTCGAGGTATAGAAC ACTGTAGTCC 3' (SEQ ID NO:12) contiene
secuencias complementarias a un sitio Xhol, los ultimos 19 nucleétidos del dominio de TGFa y un sitio Xhol. El
vector pcADN3/Amp contiene sitios de clonacion BamHI/Xhol que llevan al inserto de PCR en el marco de
lectura del marcador de HA de 3' seguido por un codén de parada. Por lo tanto, el producto de PCR contiene
un sitio BamHI, una secuencia codificante de 936 pares de bases y un sitio Xhol. El fragmento de ADN
amplificado mediante PCR y el vector, pcADN3/Amp, se digirieron con las enzimas de restriccion BamHI y Xhol
y se ligaron. La mezcla de ligadura se transformé en la cepa de E. coli SURE (disponible de Stratagene Cloning
Systems, La Jolla, CA 92037), el cultivo transformado se colocé en placas con medio de ampicilina y se
seleccionaron las colonias resistentes. Se aislé el ADN plasmidico de los transformantes y se examiné
mediante analisis de restriccion en busca de la presencia del fragmento correcto. Para la expresion del TGFa-
HIl recombinante, se transfectaron células COS con el vector de expresién mediante el método de DEAE-
DEXTRANO (J. Sambrook, E. Fritsch, T. Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Laboratory Press, (1989)). Se detecté la expresion de la proteina TGFa-HII HA mediante un método de
radiomarcado e inmunoprecipitacion (E. Harlow, D. Lane, Antibodies: A Laboratorg Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, (1988)). Las células se marcaron durante 8 horas con ®s-cisteina dos dias tras la
transfeccién. Los medios de cultivo se recogieron después y las células se lisaron con detergente (tampdn
RIPA (NaCl 150 mM, 1% de NP-40, 0,1% de SDS, 1% de NP-40, 0,5% de DOC, Tris 50 mM, pH 7,5) (Wilson, I.
et al,, Id. 37:767 (1984)). Tanto el lisado de células como los medios de cultivo se precipitaron con un
anticuerpo monoclonal especifico de HA. Las proteinas precipitadas se analizaron en geles de SDS-PAGE del
15%.

Ejemplo 4

Expresién por Medio de Terapia Génica

Se obtienen fibroblastos de un sujeto mediante biopsia de piel. El tejido resultante se coloca en un medio de
cultivo de tejidos y se separa en pequeios trozos. Los pedazos pequefios de tejido se colocan en una superficie
himeda de un matraz de cultivo de tejidos, y se colocan aproximadamente diez trozos en cada matraz. El matraz se
coloca boca abajo, se cierra herméticamente y se deja a temperatura ambiente durante la noche. Después de 24
horas a temperatura ambiente, el matraz se invierte y los pedazos de tejido permanecen fijos en el fondo del matraz,
y se afiade medio reciente (p.ej., medio F12 de Ham, con un 10% de FBS, penicilina y estreptomicina). Esto se
incuba después a 37 °C durante aproximadamente una semana. En ese momento, se afiade medio reciente y
posteriormente se cambia cada varios dias. Después de otras dos semanas de cultivo, surge una monocapa de
fibroblastos. La monocapa se digiere con tripsina y se transfiere a matraces mayores.

Se digiere pMV-7 (Kirschmeier, P.T. et al, DNA, 7:219-25 (1988)) flanqueado por las repeticiones terminales
largas del virus de sarcoma murino de Moloney, con EcoRI y Hindlll y posteriormente se trata con fosfatasa intestinal
bovina. El vector lineal se fracciona en un gel de agarosa y se purifica mediante el uso de esferas de vidrio.
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EI cADN que codifica un polipéptido de la presente invencion se amplifica mediante el uso de cebadores de
PCR que corresponden a las secuencias de los extremos 5'y 3', respectivamente. El cebador de 5' que contiene un
sitio EcoRI y el cebador de 3' incluyen ademas un sitio Hindlll. Se afiaden cantidades iguales del esqueleto lineal del
virus de sarcoma murino de Moloney y el fragmento EcoRI y Hindlll amplificado, en presencia de la ADN ligasa de
T4. La mezcla resultante se mantiene en condiciones adecuadas para la ligadura de los dos fragmentos. La mezcla
de ligadura se usa para transformar bacterias HB101, que después se colocan en placas de agar que contienen
kanamicina con el fin de confirmar que el vector tenia el gen de interés insertado de manera adecuada.

Las células de empaquetamiento pA317 o GP+am12 anfotrépicas se cultivan en un cultivo de tejidos hasta
una densidad confluente en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con un 10% de suero bovino (SB),
penicilina y estreptomicina. El vector MSV que contiene el gen se afiade después a los medios y las células de
empaquetamiento se transducen con el vector. Las células de empaquetamiento producen ahora particulas virales
infecciosas que contienen el gen (las células de empaquetamiento se denominan ahora células productoras).

Se aflade medio fresco a las células productoras transducidas, y posteriormente, el medio se recoge de una
placa de 10 cm de células productoras confluentes. El medio gastado, que contiene las particulas virales infecciosas,
se filtra a través de un filtro millipore para eliminar las células productoras sueltas, y este medio se usa después para
infectar fibroblastos. El medio se elimina de una placa sub-confluente de fibroblastos, y se sustituye rapidamente con
el medio de las células productoras. Este medio se elimina y se sustituye con medio reciente. Si el titulo de virus es
elevado, entonces practicamente todos los fibroblastos estan infectados, y no es necesaria su seleccion. Si el titulo
es muy bajo, entonces es necesario usar un vector retroviral que tenga un marcador seleccionable, tal como neo o
his.

Los fibroblastos modificados se inyectan después en el hospedador, solos o después de haber sido
cultivados hasta la confluencia con esferas microportadoras cytodex 3. Los fibroblastos producen ahora el producto
de proteina.
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LISTADO DE SECUENCIAS
(1) INFORMACION GENERAL:

(i) SOLICITANTE: WEI, ET AL.

(i) TITULO DE LA INVENCION: Factor de Crecimiento Transformante Alfa HlI

(i) NUMERO DE SECUENCIAS: 12
(iv) DIRECCION POSTAL:

A) DESTINATARIO: CARELLA, BYRNE, BAIN, GILFILLAN, CECCHI, STEWART & OLSTEIN

(A)
(B) CALLE: 6 BECKER FARM ROAD
(C) CIUDAD: ROSELAND
(D) ESTADO: NEW JERSEY
(E) PAIS: EE.UU.
(F) CODIGO POSTAL: 07068
(v) FORMATO LEGIBLE POR ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: DISCO DE 3,5 PULGADAS
(B) ORDENADOR: IBM PS/2
(C) SISTEMA OPERATIVO: MS-DOS
(D) PROGRAMA INFORMATICO: WORD PERFECT 5.1
(vi) DATOS DE LA SOLICITUD EN CURSO:

(A) NUMERO DE SOLICITUD:
(B) FECHA DE PRESENTACION:
(C) CLASIFICACION:
(vii) DATOS DE LA SOLICITUD PREVIA:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: NINGUNO
(B) FECHA DE PRESENTACION: NINGUNO
(viii) INFORMACION DEL ABOGADO/AGENTE:
(A) NOMBRE: FERRARO, GREGORY D.
(B) NUMERO DE REGISTRO: 36.134

(C) NUMERO DE REFERENCIA/EXPEDIENTE: 325800-351

(ix) INFORMACION DE TELECOMUNICACION:
(A) TELEFONO: 201-994-1700
(B) TELEFAX: 201-994-1744

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
(A) LONGITUD: 1695 PARES DE BASES
(B) TIPO: ACIDO NUCLEICO
(C) TIPO DE CADENA: MONOCATENARIA
(D) TOPOLOGIA: LINEAL

(i) TIPO DE MOLECULA: cADN
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:1:

CACTCGTCTG
TTATGGCAGC
GGGCTGAGCC
CTGCTTCCCC
TGCTCAGTAG
TGCAGAGTTG
GACACTTTGC
CCGCCCGGTG
CTGGAATTGC
CTGTAAATTT
CAAGTGCAAC
GTGTTACCTG
ATCATGTGCC
AACTAGTCAA
AGATGCCGAG
CCTCTGCGCT
TCAGAAACAG
AACTACTAAG
ATTAGAAGAA
CATGCATGGG
TGGTTATACT
TCCTGTACGA
CATCTGTGTG
ACAGAAGCAA
AATCTAAAGG
AGTATTATAG
ATCTACACCA
ATAGTATACA
AADAAARARA

CCCCTGGACT
AGCTTCCCGC
CAGTCCCTGG
GCCGGGTGCC
CCCGCTGCCC
CACGAACTAG
GAGGGCTTTT
AAGCTCGCTG
TCTGGTTATG
GATGGGGAAT
AATGACTATG
CGACAGGCTG
ACAGATGCAG
AAGGAGACAT
GATGTCTGGT
TCTGATGGGA
GAGAAAATTG
TCTGAAGATG
AGTGCCAGAG
AAGTGTGAGC
GGACAACACT
TTTCAGTATG
GTGGTCCTCT
AATACAGGGC
GAGCATGTTT
ACAAAAGAAT
ATGAAAACAT
TTGTCTTGAT
AARRA

CCCGTCTCCT
GTCTCCGGCG
ATGTTGCTGA
ACTGCCACCG
GGCCCCCGCG
TCATGGTGCT
GCTGGCTGCT
CTTTCCCTAC
ATGACAGAGA
GTTTAAGAAT
TGCCTGTGTG
CATGCAAACA
GATCAGGATC
CCACCTGTGA
GTGTGTGTAA
AATCTTATGA
AAGTCATGTC
GGCATTATGC
AACACCACAT
ATTCTATCAA
GTGAAAAMAR
TCTTAATCGC
GCATCACAAG
ACTACAGTTC
CACAGTGGCT
AAGACAAGAG
GTACTACAGC
GTTTTTTCTG

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:2:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
A) LONGITUD: 374 AMINOACIDOS

Met Val

Cys Glu
Ile val
Ser Asp
Asp Arg
Phe Asp
Cys Gln

Asn Gly

(A)
(B)
(©)

TIPO: AMINOACIDO

C) TIPO DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: LINEAL
(i) TIPO DE MOLECULA: PROTEINA
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:2:

Leu

Gly Phe

Trp Glu
5
Cys

Ser Pro

Trp Leu

20

Ala Arg

Pro

vVal Lys

35

Cys Gln

Thr

Pro Thr

50

Glu Asn

Asp

Leu Phe

65

Gly Glu

Cys

Leu Arg

80

Phe Lys

Cys

Asn Asn

95

Glu Ser

Tyr

Gln Asn

110

CCTGTCCTCC
CAGTTCTCAG
AACTCTCGAG
CCGCCGCCTC
ATCCTGTGTT
GTGGGAGTCC
GCTGCTGCCC
CTCCTTAAGT
AAATGATCTC
TGGAGACACT
TGGCTCCAAT
GCAGAGTGAG
TGGAGATGGA
TATTTGCCAG
TATTGACTGT
TAATGCATGC
TTTGGGTCGA
AAGAACAGAT
ACCTTGTCCG
TATGCAGGAG
GGACTACAGT
AGCTGTGATT
GAAATGCCCC
GGACAATACA
GGACTACCGA
ATCTACACAT
TATATTTGAT
TAATGTAAAT

Arg Gln Cys

Leu Leu

Leu Ala
Gly Trp
Leu Cys
Ile Gly

Asp Tyr

Leu
Ala

40
Asn
Asp
Asp

val

GGCTTCCCAG
CGGACGACCC
ATCATGCGCG
TGCTGCCGCC
CCTCGGAAGC
CCGCGGCAGT
GTCATGCTAC
GACTGCCAAR
TTCCTCTGTG
GTGACTTGCG
GGGGAGAGCT
ATACTTGTGG
GTCCATGAAG
TTTGGTGCAG
TCTCAAACCA
CAAATCAAAG
TGTCAAGATA
TATGCAGAGA
GAACATTACA
CCATCTTGCA
GTTCTATACG
GGAACAATTC
AGAAGCAACA
ACAAGAGCGT
GAGCTTGGAC
GTTGCCTTGC
TATGTATGGA
AAACTATTTA

Ser
10
Pro
25
Phe

Cys
55
Thr
70
Thr
85
Pro

100

Glu Cys

Tyr

Leu

115

20

Ser

Val

Pro

Ser

Asn

val

val

AGCTCCCTCC
TCTCGCTCCG
GGTTTGGCTG
GTCCGCGGGA
CGTTTGCTGC
GCAGCAGCTG
TCATCGTAGC
CGCCCACCGG
ACACCAACAC
TCTGTCAGTT
ACCAGAATGA
TGTCAGAAGG
GCTCTGGAGA
AATGTGACGA
ACTTCAATCC
AAGCATCGTG
ACACAACTAC
ATGCTAACAA
ATGGCTTCTG
GGTGTGATGC
TTGTTCCCGG
AGATTGCTGT
GAATTCACAG
CCACGAGGTT
TACACAATAC
ATTTGTGGTA
TATATTTGAA
TATCACACAA

Trp Thr

Met Leu

Thr Ser

Gly Tyr

Thr Cys
Thr Cys
Cys Gly

Gln Ala

Leu
15
Leu
30
Leu
45
Asp
60
Lys
75
val
90
Ser
105
Ala
120

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1695
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15

Cy.
Ala
Ser
Gln
Val
Ala
Ala
Arg
His
Glu
Gly
Glu
Glu
Arg
Ile

Pro

Tyr

Lys
Thr
Gly
Phe
Cys
Ser
Ser
Cys
Tyr
Ser
Phe
Pro
Lys
Phe
Ala
Arg

Ser

Gln
Asp
Glu
Gly
Asn
Asp
Cys
Gln
Ala
Ala
Cys
Ser
Lys
Gln
val
Ser

Ser

Gln
Ala
Thr
Ala
Ile
Gly
Gln

Asp

Axg
Met
Cys
Asp
Tyr
Ile
Asn

Asp

Ser
125
Gly
140
Ser
155
Glu
170
Asp
185
Lys

200

Lys
215
Asn
230
Thr
245
Glu
260
His
275
Arg
290
Tyr
305
val
320
Cys
335
Arg
350
Asn
365

Glu
Ser
Gln
Cys
Cys
Ser
Gln
Thr
Asp
His
Gly
Cys
Ser
Leu
val
Ile

Thr

ES 2357798 T3

Ile
Gly
Lys
Asp

Ser

Glu
Thr
Tyr
His
Lys
Asp
val
Ile
val
His

Thr

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:3:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 30 PARES DE BASES
(B) TIPO: ACIDO NUCLEICO
(C)

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:4:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:3:

Leu
Ser
Glu
Glu
Gln
Asp
Lys
Thr
Ala
Ile
Cys
Ala
Leu
Ala
val
Arg

Arg

val
Gly
Thr
Asp
Thr
Asn
Ile
Thr
Glu
Pro
Glu
Gly
Tyr
Ala
Leu
Gln

Ala

C) TIPO DE CADENA: MONOCATENARIA

(D) TOPOLOGIA: LINEAL
(i) TIPO DE MOLECULA: Oligonucleétido

val
130
Asp
145
Ser
160
Ala
175
Asn
190
Ala
205
Glu
220
Thr
235
Asn
250
Cys
265
His
280
Tyr
295
vVal
310
val
325
Cys
340
Lys
355
Ser
370

Ser
Gly
Thr
Glu
Phe
Cys
val
Lys
Ala
Pro
Ser
Thr
val
Ile
Ile
Gln

Thr

Glu
val
Cys
Asp
Asn
Gln
Met
Ser
Asn
Glu
Ile
Gly
Pro
Gly
Thr
Asn

Arg

Gly
His
Asp
Val
Pro
Ile
Ser
Glu
Lys
His
Asn
Gln
Gly
Thr
Arg
Thr

Leu

CCCGGATCCG CACGAGACAT ACCTTGTCCG
30

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
(A) LONGITUD: 32 PARES DE BASES
(B) TIPO: ACIDO NUCLEICO

21

Ser
Glu
Ile
Trp
Leu
Lys
Leu
Asp
Leu
Tyr
Met
His
Pro
Ile
Lys
Gly

Ile

Cys
135
Gly
150
Cys
165
Cys

180

Cys
195
Glu
210
Gly
225
Gly
240
Glu
255
Asn
270
Gln
285
Cys
300
val
315
Gln
330
Cys
345
His
360
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(C) TIPO DE CADENA: MONOCATENARIA
(D) TOPOLOGIA: LINEAL
(i) TIPO DE MOLECULA: Oligonucleétido

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:4:

GGGAAGCTTT TAATACTGAA ATCGTACAGG AC
(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:5:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
(A) LONGITUD: 33 PARES DE BASES
(B) TIPO: ACIDO NUCLEICO
(C) TIPO DE CADENA: MONOCATENARIA
(D) TOPOLOGIA: LINEAL
(i) TIPO DE MOLECULA: Oligonucleétido

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:5:

CGCGGATCCG CCATCATGGT GCTGTGGGAG TCC
(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:6:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
(A) LONGITUD: 31 PARES DE BASES
(B) TIPO: ACIDO NUCLEICO
(C) TIPO DE CADENA: MONOCATENARIA
(D) TOPOLOGIA: LINEAL
(i) TIPO DE MOLECULA: Oligonucleétido

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:6:

GCGTCTAGAC TAGTATAGAA CACTGTAGTC C 31
(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:7:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
(A) LONGITUD: 33 PARES DE BASES
(B) TIPO: ACIDO NUCLEICO
(C) TIPO DE CADENA: MONOCATENARIA
(D) TOPOLOGIA: LINEAL
(i) TIPO DE MOLECULA: Oligonucleétido

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:7:

CGCGGATCCG CCATCATGCT ACTCATCGTA GCC
(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:8:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
(A) LONGITUD: 31 PARES DE BASES
(B) TIPO: ACIDO NUCLEICO
(C) TIPO DE CADENA: MONOCATENARIA
(D) TOPOLOGIA: LINEAL
(ii) TIPO DE MOLECULA: Oligonucleétido

22
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:8:
GCGTCTAGAC TAGTATAGAA CACTGTAGTC C 31
(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:9:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
(A) LONGITUD: 31 PARES DE BASES
(B) TIPO: ACIDO NUCLEICO
(C) TIPO DE CADENA: MONOCATENARIA
(D) TOPOLOGIA: LINEAL
(i) TIPO DE MOLECULA: Oligonucledétido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:9:
CGCGGATCCA GAACACCACA TACCTTGTCC G
(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:10:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
(A) LONGITUD: 31 PARES DE BASES
(B) TIPO: ACIDO NUCLEICO
(C) TIPO DE CADENA: MONOCATENARIA
(D) TOPOLOGIA: LINEAL
(i) TIPO DE MOLECULA: Oligonucleétido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:10:
GCGTCTAGAC TAGTATAGAA CACTGTAGTC C 31
(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:11:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
(A) LONGITUD: 33 PARES DE BASES
(B) TIPO: ACIDO NUCLEICO
(C) TIPO DE CADENA: MONOCATENARIA
(D) TOPOLOGIA: LINEAL
(i) TIPO DE MOLECULA: Oligonucleétido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:11:
CGCGGATCCG CCATCATGGT GCTGTGGGAG TCC
(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:12:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
(A) LONGITUD: 28 PARES DE BASES
(B) TIPO: ACIDO NUCLEICO
(C) TIPO DE CADENA:: MONOCATENARIA
(D) TOPOLOGIA: LINEAL
(ii) TIPO DE MOLECULA: Oligonucleétido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:12:
GCGCTCGAGG TATAGAACAC TGTAGTCC 28
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REIVINDICACIONES
1. Un polinucledtido seleccionado del grupo que consiste en

(a) polinucledtidos que codifican un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
Seq. ID No. 2;

(b) polinucleétidos que codifican un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de los
residuos 1 a 329 como se representa en Seq. ID No. 2; y

(c) una variante alélica del polinucleétido de (a) o (b);

o la cadena complementaria de tal polinucleétido.

2. El polinucledtido de la reivindicacion 1 que es ADN.

3. ElI ADN de la reivindicacién 2 que es ADN gendmico.

4. El polinucledtido de la reivindicacion 1 que es ARN.

5. Un vector que contiene el polinucledtido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6. El vector de la reivindicacion 5 en el que el polinucledtido esta unido de manera operable a

secuencias de control de la expresidon que permiten la expresion en células hospedadoras procariéticas o
eucarioticas.

7. Una célula hospedadora modificada mediante ingenieria genética con el vector de la reivindicacion
5066.

8. Un procedimiento para producir un polipéptido TGFa-HIl que comprende: cultivar la célula
hospedadora de la reivindicacion 7 y recuperar el polipéptido codificado por dicho polinucleétido del cultivo.

9. Un procedimiento para producir células capaces de expresar un polipéptido TGFa-HIl que
comprende modificar mediante ingenieria genética células con el vector de la reivindicacion 5 6 6.

10. Un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos codificada por un polinucledtido de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 u obtenible mediante el procedimiento de la reivindicacion 8.

11. Un anticuerpo hacia el polipéptido de la reivindicacion 10.

12. El anticuerpo de la reivindicacién 11 que es un anticuerpo policlonal, monoclonal, quimérico, de
cadena simple o humanizado o un fragmento Fab.

13. El anticuerpo de la reivindicacién 12, que es un anticuerpo monoclonal.

14. El anticuerpo de la reivindicacion 13, que es un anticuerpo monoclonal humano o humanizado.

15. El anticuerpo de la reivindicacion 13, que es un fragmento Fab.

16. Un compuesto que inhibe la activacion del polipéptido de la reivindicacion 10, y dicho compuesto

es un anticuerpo hacia el polipéptido de la reivindicacion 10 o una construccidon antisentido que hibrida al
polinucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

17. Una molécula de &cido nucleico que hibrida en condiciones rigurosas a un polinucleétido de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

18. Una composicién farmacéutica que comprende el polinucleétido de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, el vector de la reivindicacion 5 6 6, la célula hospedadora de la reivindicacion 7, el polipéptido
de la reivindicacion 10, el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15 o el compuesto de la
reivindicacion 16 y opcionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

19. Una composicion de diagnéstico que comprende el polinucledtido de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, el polipéptido de la reivindicacion 10, el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 11 a
15 o la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 17.
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