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ES 2368072 T3

DESCRIPCION
Receptor de proteinas similares a TGR3

La presente invencién se refiere a novedosas proteinas que contienen un dominio que corresponde a la mitad C
terminal de un dominio ZP similar al identificado en el Receptor Ill de TGF-beta y al uso de estas proteinas y
secuencias de acido nucleico de los genes codificantes en el diagndstico, la prevencion y el tratamiento de
enfermedades. En particular, la presente invencion se refiere al uso de estas proteinas para modular la actividad de
las proteinas que pertenecen a la superfamilia TGF-beta.

Antecedentes

El proceso de descubrimiento de farmacos actualmente esta experimentando una revolucién fundamental a medida
que la gendémica funcional crece. La expresion "gendémica funcional" se aplica a un abordaje que utiliza herramientas
bioinformaticas para atribuir funciones a secuencias de proteinas de interés. Tales herramientas se estan volviendo
cada vez mas necesarias a medida que la velocidad de generaciéon de datos de secuencias supera rapidamente la
capacidad de los laboratorios de investigacion de asignar funciones a estas secuencias de proteinas.

A medida que las herramientas bioinformaticas aumentan en potencia y precision, estas herramientas reemplazan
rapidamente las técnicas convencionales de caracterizacion bioquimica. En efecto, las herramientas bioinformaticas
avanzadas usadas para la identificacion en la presente invencion son ahora capaces de proporcionar resultados en
los que se puede depositar un alto grado de confianza.

Varias instituciones y organizaciones comerciales estan examinando los datos de las secuencias a medida que van
quedando disponibles y se estan haciendo descubrimientos importantes continuamente. Sin embargo, permanece
una necesidad constante de identificar y caracterizar genes adicionales y los polipéptidos que éstos codifican, como
objetivos para la investigacion y el descubrimiento de farmacos.

Introduccion a proteinas secretadas

La capacidad de las células de producir y secretar proteinas extracelulares es fundamental para muchos procesos
bioldgicos. Las enzimas, factores de crecimiento, proteinas de matriz extracelular y moléculas de sefializacion son
todas secretadas por células. Esto se produce a través de la fusion de una vesicula de secrecién con la membrana
plasmatica. En la mayoria de los casos, pero no en todos, las proteinas se dirigen al reticulo endoplasmatico y a las
vesiculas de secrecion mediante un péptido sefial. Los péptidos sefal son secuencias que actuan en cis que afectan
el transporte de cadenas de polipéptidos desde el citoplasma a un compartimiento unido a la membrana tal como
una vesicula de secrecion. Los polipéptidos que estan dirigidos a las vesiculas de secrecion se secretan dentro de la
matriz extracelular o se retienen en la membrana plasmatica. Los polipéptidos que se retienen en la membrana
plasmatica tendran uno o mas dominios transmembrana. Ejemplos de proteinas secretadas que tienen un rol central
en el funcionamiento de una célula son citoquinas, hormonas, proteinas de matriz extracelular (moléculas de
adhesion), proteasas y factores de crecimiento y diferenciacion.

Introduccion a receptores de superficie celular

Los receptores de superficie celular son componentes importantes de cualquier célula procariota o eucariota y se ha
demostrado que tienen roles importantes en una gran cantidad de funciones fisiologicas diversas, muchas de las
cuales participan en procesos de enfermedades. La alteracion de su actividad es un medio para alterar el fenotipo de
la enfermedad relevante y, como tal, la identificacion de nuevos receptores de superficie celular es altamente
relevante.

Introduccion a proteinas de Zona Pellcida

El dominio Zona Pelicida, o dominio 'ZP', se caracteriza por 8 cisteinas altamente conservadas y otros residuos
polares o hidréfobos distribuidos en 260 aminoacidos y se reconocid por primera vez en los receptores ZP2 y ZP3 de
esperma del ratén. Sin embargo, muchas otras proteinas que no son proteinas de recubrimiento de ovocitos en
mamiferos se clasifican ahora como proteinas que contienen dominios ZP, incluidas uromodulina, glicoproteina-2,
tectorinas a y B, el receptor Il del factor de crecimiento transformante beta (TGR3) y endoglina (Bork P and Sander
C, FEBS Lett. 1992, 300: 237-40; Jovine L et al., Nat Cell Biol. 2002, 4: 457-61). Este dominio generalmente se
incluye en proteinas transmembrana tipo multidominio, en donde se localiza en una sola copia en la seccion C
terminal de la porcidon extracelular y puede llevar a cabo varias funciones. Puede mediar la polimerizacién de
polipéptidos extracelulares pero también puede participar en la unién de un ligando. De hecho, los elementos C
terminales que permiten la asociacion a la membrana celular (un dominio transmembrana simple o un ancla de
glicosilfosfatidilinositol) pueden separarse proteoliticamente de la porcion extracelular y la célula secreta una forma
madura de la proteina.

El dominio ZP puede distinguirse estructuralmente y funcionalmente en dos mitades, al parecer generadas mediante
duplicacion (Yonezawa N and Nakano M, Biochem Biophys Res Commun. 2003, 307: 877-82; Jovine L et al., Proc
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Natl Acad Sci USA. 2004, 101: 5922-7). En particular, el Receptor Ill de TGF-beta contiene un sitio de uniéon a TGF-
beta en la region C terminal del dominio ZP (WO 95/10610; Kaname S and Ruoslahti E, Biochem J. 1996, 315: 815-
20).

Entre las proteinas que contienen el dominio ZP, el Receptor Ill de TGF-beta reviste particular importancia, ya que
se une a TGF-beta, un ligando en si mismo que pertenece a una superfamilia de proteinas que incluye no solo TGF-
beta, sino otras muchas proteinas, tales como GDF (Factores de Crecimiento/Diferenciacion), BMP (Proteinas
Morfogenéticas Oseas), Activinas o Inhibinas, que tienen relevancia terapéutica (Tsuchida K et al, Curr Drug
Targets Immune Endocr Metabol Disord. 2004, 4: 157-66; Chang H et al, Endocr Rev. 2002, 23: 787-823; de
Caestecker M, Cytokine Growth Factor Rev. 2004, 15: 1-11). De hecho, se han descrito fragmentos de receptores
para proteinas similares a TGF-beta en la bibliografia que tienen utilidad terapéutica (WO 95/10610; WO 97/05892;
Bandyopadhyay A et al., Cancer Res. 2002, 62: 4690-5; Liu M et al., Am J Respir Crit Care Med. 2002, 165: 419-23;
Vilchis-Landeros MM et al., Biochem J. 2001, 355:215-22).

La variedad de proteinas conocidas por contener el dominio ZP y sus roles fisiolédgicos sugieren que las proteinas
que contienen el dominio ZP pueden ser proteinas importantes que participan en patologias humanas tales como
canceres, retinopatias, neuropatias, trastornos reproductivos y trastornos del desarrollo.

Por consiguiente, el conocimiento en aumento de las proteinas que contienen el dominio ZP, y mas preferiblemente
aquellos homélogos del Receptor Il de TGF-beta que pueden unirse a uno 0 mas miembros de la superfamilia TGF-
beta, es de extrema importancia para aumentar la comprension de las vias subyacentes que conducen a los estados
de enfermedad mencionados anteriormente, asi como también a otros estados de enfermedad, en particular
aquellos relacionados con médulos y fragmentos especificos, y para desarrollar terapias mas efectivas para tratar
trastornos, tales como canceres.

WO058473 divulga la secuencia de nucledtidos GSN:AAC74735. WO058473 también divulga GSP:AAB40526.

EM_EST:BG752983 divulga la secuencia de ARNm 602732441F1 NIH_MGC_43 Homo sapiens cDNA clon
IMAGE:4875922 5'.

LA INVENCION

La invencién proporciona un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos como se describe en SEQ ID
NO:8.

La invencion también proporciona un polipéptido que comprende SEQ ID NO:10.

La invencién también proporciona un polipéptido que es un fragmento o un equivalente funcional tal como se
describe en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que tiene mas de 80% de identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO:8, preferiblemente mas de 85%, 90%, 95%, 98% o 99% de
identidad de secuencia, y contiene un subdominio ZP/TGR3 como se encuentra en cualquiera de las secuencias de
aminoacidos codificadas por SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12 o SEQ ID NO:14.

La presente invencion proporciona novedosas secuencias que contienen un dominio que corresponde a la mitad C
terminal de un dominio ZP similar al identificado en el Receptor Ill de TGF-beta (de aqui en adelante, un subdominio
ZP/TGR3) que puede tener caracteristicas estructurales y funcionales como se indica en la bibliografia (Yonezawa N
and Nakano M, Biochem Biophys Res Commun. 2003, 307: 877-82; Jovine L et ai, Proc Natl Acad Sci USA. 2004,
101: 5922-7). Esta secuencia, sola o fusionada con otras secuencias, puede tener un efecto terapéutico en el
tratamiento de enfermedades, en particular aquellas asociadas con la expresién y secrecion excesiva de una
proteina que pertenece a la superfamilia de las proteinas TGF-beta. En particular, la invencion se basa en el
descubrimiento de que polipéptidos de la presente invencién son inhibidores de factores de crecimiento.
Preferiblemente, los factores de crecimiento son proteinas similares a TGF-beta. Preferiblemente, la proteina similar
a TGF-beta es TGF-beta 1.

En un primer aspecto de la invencién se proporciona un polipéptido que:

(i) comprende la secuencia de aminoacidos tal como se describe en SEQ ID NO:8.

También se describe en la presente un polipéptido que:

(i) es un fragmento del mismo que contiene un subdominio ZP/TGR3 o tiene un determinante antigénico en
comun con los polipéptidos de (i); o

(iii) es un equivalente funcional de (i) o (ii).

También se describe en la presente un polipéptido de acuerdo con la parte (i) del primer aspecto de la invencion
que puede comprender la secuencia de aminoacidos tal como se describe en SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:6, SEQ ID NO:19 o SEQ ID NO:21.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2368072 T3

Un polipéptido de acuerdo con la parte (i) del primer aspecto de la invencion puede consistir en la secuencia de
aminoacidos tal como se describe en SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:19 o
SEQ ID NO:21.

Un polipéptido de acuerdo con la parte (ii) de la lista anterior puede comprender la secuencia de aminoacidos tal
como se describe en SEQ ID NO:10. Tales polipéptidos pueden comprender la secuencia de aminoacidos tal como
se describe en SEQ ID NO:12 o SEQ ID NO:14. Tales polipéptidos pueden consistir en la secuencia de aminoacidos
tal como se describe en SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12 o SEQ ID NO:14.

También se describe en la presente un polipéptido que es un equivalente funcional de acuerdo con la parte (iii) de la
lista anterior que puede ser homdlogo a la secuencia de aminoacidos tal como se describe en SEQ ID NO:8, y
preferiblemente contiene un subdominio ZP/TGR3.

La invencién proporciona un polipéptido que es un fragmento o un equivalente funcional tal como se describe
anteriormente que preferiblemente tiene mas de 80% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
descrita en SEQ ID NO:8 o con un fragmento activo de la misma, preferiblemente mas de 85%, 90%, 95%, 98% o
99% de identidad de secuencia y preferiblemente contiene un subdominio ZP/TGR3.

También se describe en la presente un polipéptido que es un equivalente funcional tal como se describid
anteriormente, que preferiblemente exhibe homologia estructural importante con un polipéptido que tiene la
secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO:8, y preferiblemente contiene un subdominio ZP/TGRS.

Un polipéptido que es un fragmento tal como se describié anteriormente que tiene un determinante antigénico en
comun con el polipéptido de la parte (i) anterior puede consistir en 7 o0 mas residuos de aminoacidos de la secuencia
de aminoacidos descrita en SEQ ED NO: 8.

Aunque la Solicitante no desea cefirse a esta teoria, se postula que los primeros 16 aminoacidos del polipéptido
INSP215 de longitud completa forman un péptido sefial. La secuencia del polipéptido INSP215 de longitud completa
sin la secuencia sefial postulada se describe en SEQ ID NO:4. El polipéptido INSP215 de regién extracelular sin la
secuencia sefial postulada se describe en SEQ ID NO:8. El polipéptido INSP215 de exones 1-4 sin la secuencia
sefial postulada se describe en SEQ ID NO:14.

El polipéptido que tiene la secuencia descrita en SEQ ID NO:2 se denomina de aqui en adelante "el polipéptido
INSP215 de longitud completa”. El polipéptido que tiene la secuencia descrita en SEQ ID NO:4 se denomina de aqui
en adelante "el polipéptido INSP215 de longitud completa maduro”. El polipéptido que tiene la secuencia descrita en
SEQ ID NO:6 se denomina de aqui en adelante "el polipéptido INSP215 de region extracelular”. El polipéptido que
tiene la secuencia descrita en SEQ ID NO:8 se denomina de aqui en adelante "el polipéptido INSP215 de regidén
extracelular maduro”. El polipéptido que tiene la secuencia descrita en SEQ ID NO:10 se denomina de aqui en
adelante "el polipéptido INSP215 de subdominio ZP/TGR3". El polipéptido que tiene la secuencia descrita en SEQ ID
NO:12 se denomina de aqui en adelante "el polipéptido INSP215 de exones 1-4". El polipéptido que tiene la
secuencia descrita en SEQ ID NO:14 se denomina de aqui en adelante "el polipéptido INSP215 de exones 1-4
maduro”. El polipéptido que tiene la secuencia descrita en SEQ ID NO:19 se denomina de aqui en adelante "el
polipéptido INSP215 de longitud completa con etiqueta 6HIS". El polipéptido que tiene la secuencia descrita en SEQ
ID NO:21 se denomina de aqui en adelante "el polipéptido INSP215 de regidn extracelular con etiqueta 6HIS".

La expresiéon "polipéptidos INSP215", tal como se usa en la presente, incluye polipéptidos que comprenden o
consisten en el polipéptido INSP215 de region extracelular maduro de la SEQ ID NO:8, tal como el polipéptido
INSP215 de longitud completa, el polipéptido INSP215 de longitud completa maduro, el polipéptido INSP215 de
region extracelular, el polipéptido INSP215 de region extracelular maduro, el polipéptido INSP215 de subdominio
ZPITGRS, el polipéptido INSP215 de exones 1-4, el polipéptido INSP215 de exones 1-4 maduro, el polipéptido
INSP215 de longitud completa con etiqueta 6HIS y el polipéptido INSP215 de regidn extracelular con etiqueta 6HIS.
La expresion "que contiene un subdominio ZP/TGR3" se refiere a polipéptidos que contienen un dominio que
corresponde a la mitad C terminal de un dominio ZP similar al identificado en el Receptor Ill de TGF-beta (el
subdominio ZP/TGR3) que puede tener caracteristicas estructurales y funcionales tales como se indican en la
bibliografia (Yonezawa N and Nakano M, Biochem Biophys Res Commun. 2003, 307: 877-82; Jovine L et al., Proc
Natl Acad Sci USA. 2004, 101: 5922-7). Preferiblemente, los polipéptidos que contienen un subdominio ZP/TGR3
comprenderan el polipéptido INSP215 de subdominio ZP/TGR3 de la SEQ ID NO:10.

Se sabe que una cantidad de receptores de superficie celular que contienen el dominio ZP se secretan de la célula
luego de la escision de la cadena de polipéptidos en un sitio especifico entre el dominio ZP y la region
transmembrana (o sitio de uniéon de ancla de GPI). Por consiguiente, se prevén formas secretadas de los
polipéptidos INSP215 y, por ejemplo, pueden comprender o consistir en una secuencia de aminoacidos tal como se
describe en SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14 o SEQ ID NO:21.

Tal como se indicé anteriormente, la presente invencidon proporciona nuevas secuencias de polipéptidos que

contienen una secuencia de dominio similar a la mitad C terminal de un dominio ZP identificado en el Receptor Il de
TGF-beta (el subdominio ZP/TGR3).
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Un marco de lectura abierto de 879 nucledtidos (SEQ ID NO:1) codifica el polipéptido INSP215 de longitud completa
(SEQ ID NO:2), una proteina de 292 aminoacidos (ver Figura 1). El polipéptido INSP215 de longitud completa
contiene un péptido sefial previsto (residuos 1-16) que conduce a una secuencia madura de 276 aminoacidos (SEQ
ID NO:4), codificada por una secuencia de ADN de 831 nucleétidos (SEQ ID NO:3). El polipéptido INSP215 de
longitud completa contiene un regién transmembrana prevista (residuos 245-268) que separa una region intracelular
(residuos 269-292) y una region extracelular (residuos 1-244; SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:6). Son caracteristicas
adicionales de la regiéon extracelular la secuencia madura (SEQ ID NO:7 y SEQ ED NO:8) que contiene el
subdominio ZP/TGR3 previsto (SEQ ID NO:9 y SEQ ID NO:10) y un sitio de N-glicosilacion (localizado en el residuo
139). El subdominio ZP/TGR3 se encuentra en la secuencia de aminoacidos codificada por los primeros cuatro de
los seis exones que codifican el polipéptido INSP215 de longitud completa (SEQ ID NOs 11-14).

Si el polipéptido INSP215 de longitud completa se usa como una consulta con BLAST en bases de datos publicas de
secuencias no redundantes, se descubre que un segmento de region extracelular INSP215 es altamente homologo a
la mitad C terminal del dominio ZP/TGR3 (Bork P and Sander C, FEBS Lett. 1992, 300: 237-40; Jovine L et al., Nat
Cell Biol. 2002, 4: 457-61). La similitud entre INSP215 y el Receptor Ill de TGF-beta en el dominio ZP/TGR3 no esta
limitada a los residuos de cisteina separados regularmente, sino que también implica otros diversos residuos polares
o hidréfobos, asi como también un sitio de N-glicosilacion.

La expresion del polipéptido INSP215 esta respaldada por la existencia de numerosos EST en humanos, ratones y
ratas (ver los Ejemplos en la presente).

La bibliografia muestra que el dominio ZP/TGR3 puede distinguirse estructuralmente y funcionalmente en dos
mitades, y que un sitio de uniéon a TGF-beta esta localizado en la regién C terminal del dominio ZP (WO 95/10610;
Kaname S y Ruoslahti E, Biochem J. 1996, 315: 815-20). Por consiguiente, se espera que los polipéptidos INSP215
y fragmentos funcionales y/o proteinas de fusion en base a los polipéptidos INSP215, en particular polipéptidos que
comprenden la secuencia de aminoacidos descritas en SEQ ID NO:10, se unan a una o mas proteinas que
pertenecen a la superfamilia de proteinas TGF-beta. Cuando estas secuencias relacionadas con INSP215 son
proteinas secretadas o solubles, pueden actuar como antagonistas de proteinas que pertenecen a la superfamilia de
proteinas TGF-beta.

En base a la anotacion de los polipéptidos INSP215 en la presente, ahora es posible disefiar experimentos para
detectar la presencia de los transcritos de INSP215 a través de distintos tipos de tejidos humanos para determinar
su expresion tisular, en particular en tejidos normales y enfermos para establecer mas especificamente la relevancia
de INSP215 en contextos patolégicos.

La clonacién de las secuencias de ADN relacionadas con INSP215 (como secuencias de ADNc o gendmicas
exonicas, y ejemplificadas en SEQ ID NO:1, 3, 5, 7, 9, 11 y 13) de tejidos de origen humano o mamifero permitira la
expresion de las correspondientes secuencias proteicas codificadas en sistemas de expresién procariotas o
eucariotas y su posterior purificacién y caracterizacion como proteinas recombinantes.

Pueden producirse secuencias de INSP215 recombinantes alternativas clonando en el vector de expresion
apropiado el ADN que codifica la secuencia completa (SEQ ID NO:2), o sus fragmentos seleccionados, en forma de
secuencias que contienen el péptido sefal (SEQ ID NO:6 y 12) o maduras (SEQ ID NO:4, 8, 10 y 14) manteniendo
las propiedades de unién esperadas de la proteina completa hacia proteinas que pertenecen a la superfamilia TGF-
beta. Por ejemplo, las transcripciones que incluyen exones 1-4 (que abarcan el subdominio ZP/TGR3 entero y la
secuencia sefal) pueden identificarse y/o clonarse mediante hibridaciéon de cebador o mediante PCR.

Siempre que sea apropiado, las secuencias de ADN heterdlogas que codifican las secuencias proteicas que ayudan
en la expresion, secrecion y/o deteccion de estas secuencias recombinantes pueden agregarse en el mismo marco
del ADN que codifica INSP215, o las secuencias proteicas derivadas identificadas anteriormente. Son ejemplos de
tales secuencias heterdlogas péptidos seial, regiones Fc de inmunoglobulina y etiquetas de histidina.

Se espera que variantes solubles de INSP215 se unan a uno o mas miembros de la superfamilia de proteinas TGF-
beta, capturando y reteniendo la interaccién de esta proteina con los receptores de sefalizacion, con la consiguiente
inhibicion de la proliferacion y diferenciacién de multiples tipos de células inducidas normalmente por las proteinas
similares a TGF-beta. Por lo tanto, las porciones especificas de INSP215 indicadas en la presente como proteinas
secretadas o solubles, que pueden generarse in vivo o in vitro luego de la digestion proteolitica o empalme
alternativo, pueden tener propiedades in vivo especificas, en particular como antagonistas de una o mas proteinas
que pertenecen a la superfamilia TGF-beta. Por lo tanto se espera que tales polipéptidos sean utiles para el
tratamiento de enfermedades, en particular canceres, fibrosis, cicatrizacion, hipertension, aterosclerosis, trastornos
reproductivos, trastornos hepaticos, trastornos pulmonares, trastornos inmunes, trastornos del desarrollo, trastornos
de la piel o trastornos de tejidos conjuntivos (Tsuchida K et al., Curr Drug Targets Immune Endocr Metabol Disord.
2004, 4: 157-66; Chang H et al., Endocr Rev. 2002, 23: 787-823; de Caestecker M, Cytokine Growth Factor Rev.
2004, 15: 1-11; WO 95/10610; WO 97/05892; Bandyopadhyay A et al., Cancer Res. 2002, 62: 4690-5; Esparza-
Lopez J et al., J Biol Chem. 2001, 276: 14588-96; Vilchis-Landeros MM et al., Biochem J. 2001, 355: 215-22).
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Los polipéptidos divulgados en la presente pueden ser Utiles para el tratamiento de enfermedades tales como cancer
metastasico, cancer de pulmoén de células no pequefias, cancer de colon, leucemia, cancer testicular, mieloma,
linfoma, cancer colorrectal, cancer de prostata, canceres cerebrales, canceres oculares, retinoblastoma, cancer del
utero, cancer intestinal, cancer del cuello de utero, carcinoma endometrial, cancer de pulmon, cancer de pancreas,
condrosarcoma, linfomas no Hodgkin, tumores estromales de los cordones sexuales del ovario, carcinomas
ovaricos, tumores gonadales, cancer de células renales, leucemia linfocitica crénica B, carcinoma gastrico,
carcinomas pancreaticos, adenocarcinoma pancreatico, cancer de pulmon de células pequefias, gliomas, gliomas de
alto grado, gliomas malignos, gliosarcomas, astrocitomas anaplasicos, glioblastomas, meduloblastoma,
ependimoma, afecciones malignas de células T, transplantes de médula 6sea, fibrosis, fibrosis pulmonar idiopatica,
esclerodermia, cicatrizacion post operatoria seguida de cirugia de glaucoma, enfermedad renal, diabetes, nefropatia
diabética, aterosclerosis, cardiomiopatia restrictiva, angiogénesis, bronquiolitis obliterante, caquexia, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, cicatrizacion de heridas, sindrome de Crouzon o glomerulonefritis.

Preferiblemente, la leucemia es leucemia linfocitica, leucemia linfocitica agua, leucemia de células B aguda,
leucemia de células T aguda, leucemia mielégena aguda, leucemia mielégena crénica o leucemia linfocitica cronica.

Preferiblemente, el cancer testicular es seminoma, coriocarcinoma, carcinoma embrionario, teratoma o tumor de
saco vitelino.

Preferiblemente, el cancer de pulmén se selecciona de tumores primarios benignos o malignos o de metastasis de
canceres primarios de muchos otros érganos y tejidos. Preferiblemente, el cancer de pulmén se selecciona de
tumores de pulmén primarios incluidos carcinoma broncogénico, carcinoide bronquial, hamartoma condromatoso
(benigno), linfoma solitario, sarcoma (maligno) o linfomas multifocales. Preferiblemente, el carcinoma broncogénico
se selecciona de carcinoma de células escamosas, carcinoma indiferenciado de células pequefias, carcinoma
indiferenciado de células grandes, adenocarcinoma o carcinoma bronquioloalveolar. Preferiblemente, el carcinoma
broncogénico es carcinoma de células escamosas o carcinoma de células pulmonares no pequenas.

Preferiblemente el cancer de pulmén se selecciona de metastasis de canceres primarios de piel, mama, colon,
prostata, rifion, tiroides, estbmago, cuello uterino, recto, testiculo y 6seo y de melanoma.

Preferiblemente, el linfoma es enfermedad de Hodgkin, linfoma linfocitico pequefio (SLL/CLL), linfoma de células del
manto (MCL), linfoma folicular (FL), linfoma de zona marginal (MZL) incluido extranodal (linfoma MALT), nodal
(linfoma de células B monocitoides) o esplénico, linfoma difuso de células grandes, linfoma de Burkitt, linfoma de alto
grado similar a Burkitt o linfoma linfoblastico.

INSP215 recombinante y los polipéptidos INSP215 identificados en la presente pueden usarse para generar
anticuerpos monoclonales o policlonales especificos que podrian usarse luego en la caracterizacion bioquimica de
INSP215, asi como también para aplicaciones de diagnédstico y/o terapéuticas (en virtud de la informacién divulgada
en la bibliografia sobre fragmentos generados a partir de estas familias de proteinas). De forma alternativa, INSP215
recombinante y los polipéptidos INSP215 identificados en la presente pueden usarse en una amplia variedad de
ensayos de deteccion, en particular los que involucran proteinas incluidas en la superfamilia de proteinas TGF-beta,
para identificar ligandos especificos y actividades bioldgicas asociadas.

Preferiblemente, la actividad de un polipéptido soluble de la presente invencion, solo o como parte de una proteina
de fusion, o un antagonista de un polipéptido unido a membrana de la presente invencién, puede confirmarse en al
menos uno de los siguientes ensayos:
a) en la modulacién de apoptosis (por ejemplo mediante tincion de tanel de caspasa 3 activada por IHC),
o}
b) enla modulacién de la proliferacién celular (por ejemplo, uso de Ki-67 o PCNA por
parte de IHC), o
c) en la modulacién de angiogénesis o neovascularizacion (por ejemplo, CD34 por inmunohistoquimica
(IHC), o
d) enla modulacién de la inmunosupresion (por ejemplo, actividad de células NK, activacion de célula T,
marcadores de activacion de macroéfago por IHC), o
e) en la modulaciéon de migracion celular (por ejemplo, marcadores de EMT por IHC, vimentina, E-
cadherina, SNAIL), o
f)  en la modulacién de la interaccion tumor-huésped (por ejemplo activacién de via de factor de
crecimiento; HGF, EGF, PDGF, VEGF), o
g) en la modulacion del crecimiento tumoral, o
h)  enla modulacion de la metastasis, o
i) en la modulacioén de la supervivencia celular, o
j)  enla modulacién de la maduracion de ovocito, o
k) enla modulacion del crecimiento folicular, o
I)  en el ensayo tal como se describe en el Ejemplo 4 en la presente, o
m) en el modelo de carcinoma mamario murino 4T1 singénico, o
n) en el modelo de ratén de alelo TGFBR2 "floxed", o
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0) en modelos de ratén de cancer de mama metastasico (por ejemplo, los ratones MMTV/Neu), o

p) en conejos sometidos a cirugia de glaucoma modificada, o

q) enun modelo de rata de diabetes, o

r)  enratas con gliomas intracraneales establecidos, o

s) en el modelo de glioma de rata C6, o

t) en un modelo de rata de bronquiolitis obliterante tal como se describe en Liu et al. (Am. J. Respir. Crit.

Care Med. 2002. Vol.165, pp.419-423), o

u) en el modelo de xenoinjerto tal como se describe en Bandyopadhyay et al. (Prostate 2005, Vol.63,
Numero 1, pp.81-90).

Adicionalmente, la actividad de un INSP215 soluble o un antagonista de INSP215 unido a membrana puede
demostrarse en modelos de cancer descritos por Kamb y Lassota (Drug Discovery Today: Disease Models; Vol. 1,
No. 1, 2004, pp. 31-36) y Grunt et al. (Drug Discovery Today: Disease Models; Vol. 1, No. 1, 2004, pp. 17-23), en
modelos de canceres de pulmén descritos por Lahm y Fischer (Drug Discovery Today: Disease Models; Vol. 1, No.
1,2004, pp. 25-30), en modelos de mieloma multiple descritos por Caers et al (Drug Discovery Today: Disease
Models; Vol. 1, No. 4, 2004, pp. 373-380), en modelos de cancer de colon descritos por Albanese et al. (Drug
Discovery Today: Disease Models; en prensa), en modelos de cancer pancreatico descritos por Thomas y Lowy
(Drug Discovery Today: Disease Models; en prensa) o en modelos de cancer de mama descritos por Matulka y
Wagner (Drug Discovery Today: Disease Models; en prensa) y Gupta y Kuperwasser (Drug Discovery Today:
Disease Models; Vol. 1, No. 1,2004, pp. 9-16).

Un "determinante antigénico" descrito en la presente puede ser una parte de un polipéptido de la presente invencion
que se une a un sitio de combinacion del anticuerpo o a un receptor de células T (TCR). De forma alternativa, un
"determinante antigénico" puede ser un sitio sobre la superficie de un polipéptido de la presente invencion al que se
une una unica molécula de anticuerpo. Generalmente un antigeno tiene varios o muchos determinantes antigénicos
diferentes y hace reaccion con anticuerpos de muchas especificidades diferentes. Preferiblemente, el anticuerpo es
inmunoespecifico para un polipéptido de la invencién. Preferiblemente, el anticuerpo es inmunoespecifico para un
polipéptido de la invencién que no es parte de una proteina de fusién. Preferiblemente, el anticuerpo es
inmunoespecifico para INSP215 o un fragmento del mismo. Los determinantes antigénicos generalmente consisten
en agrupamientos de moléculas superficiales quimicamente activos, tales como aminoacidos o cadenas laterales de
azucares, y pueden tener caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como también
caracteristicas de carga especificas. Preferiblemente, el "determinante antigénico" se refiere a un grupo quimico
particular en un polipéptido de la presente invencion que es antigénico, es decir, que provoca una respuesta inmune
especifica.

La secuencia de polipéptidos ORFX ORF290 humana, SEQ ID NO:580 divulgada en W0200058473 (SEQ ID NO:46
en la presente) y la PROTEINA 1PI00645072.1 de 33 KDA (SEQ ID NO:47 en la presente) y sus secuencias de acido
nucleico codificantes se excluyen especificamente del alcance de esta invencion.

En un segundo aspecto, la invencion proporciona una molécula de acido nucleico purificada que codifica un
polipéptido del primer aspecto de la invencion.

La expresiéon "molécula de acido nucleico purificada" preferiblemente se refiere a una molécula de acido nucleico de
la invencién que (1) se ha separado de al menos aproximadamente 50 por ciento de proteinas, lipidos, carbohidratos
u otros materiales con los que se encuentra naturalmente cuando el acido nucleico total se aisla de las células
fuente, (2) no esta ligada a la totalidad o una porcién de un polinucleétido al que la "molécula de acido nucleico
purificada" esta ligada naturalmente, (3) esta ligada operativamente a un polinucleétido al que no esta ligado
naturalmente o (4) no se produce en la naturaleza como parte de una secuencia de polinucleétidos mayor.
Preferiblemente, la molécula de acido nucleico aislada de la presente invencion esta sustancialmente libre de
cualquier otra molécula(s) de acido nucleico contaminante u otros contaminantes que se encuentran en su ambiente
natural que interferirian con su uso en la produccion de polipéptidos o su uso terapéutico, diagnoéstico, profilactico o
para investigacion. En una realizacion preferida, el ADN gendémico se excluye especificamente del alcance de la
invencioén. Preferiblemente, el ADN genémico mayor a 10 kbp (kilopares de bases), 50 kbp, 100 kbp, 150 kbp, 200
kbp, 250 kbp o 300 kbp se excluye especificamente del alcance de la invencion. Preferiblemente, la "molécula de
acido nucleico purificada" consiste solamente en ADNc.

Preferiblemente, la molécula de acido nucleico purificada comprende la secuencia de acido nucleico como se
describe en SEQ ID NO:1 (que codifica el polipéptido INSP215 de longitud completa), SEQ ID NO:3 (que codifica el
polipéptido INSP215 de longitud completa maduro), SEQ ID NO:5 (que codifica el polipéptido INSP215 de region
extracelular), SEQ ID NO:7 (que codifica el polipéptido INSP215 de region extracelular maduro), SEQ ID NO:9 (que
codifica el polipéptido INSP215 de subdominio ZP/TGR3), SEQ ID NO:11 (que codifica el polipéptido INSP215 de
exones 1-4), SEQ ID NO:13 (que codifica el polipéptido INSP215 de exones 1-4 maduro), SEQ ID NO:16 (la
secuencia de ADNc prevista de INSP215), SEQ ID NO:17 (el inserto de ADNc en el clon Image 4875922), SEQ ID
NO:18 (que codifica el polipéptido INSP215 de longitud completa con etiqueta 6HIS) o SEQ ID NO:20 (que codifica
el polipéptido INSP215 extracelular con etiqueta 6HIS), o es un equivalente o fragmento redundante de estas
secuencias.
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La invencién ademas prevé que la molécula de acido nucleico purificada consista en la secuencia de acido nucleico
como se describe en SEQ ID NO:1 (que codifica el polipéptido INSP215 de longitud completa), SEQ ID NO:3 (que
codifica el polipéptido INSP215 de longitud completa maduro), SEQ ID NO:5 (que codifica el polipéptido INSP215 de
region extracelular), SEQ ID NO:7 (que codifica el polipéptido INSP215 de regién extracelular maduro), SEQ ID
NO:9 (que codifica el polipéptido INSP215 de subdominio ZP/TGR3), SEQ ID NO:11 (que codifica el polipéptido
INSP215 de exones 1-4), SEQ ID NO:13 (que codifica el polipéptido INSP215 de exones 1-4 maduro), SEQ ID
NO:16 (la secuencia de ADNc prevista de INSP215), SEQ ID NO:17 (el inserto de ADNc en el clon Image 4875922),
SEQ ID NO:18 (que codifica el polipéptido INSP215 de longitud completa con etiqueta 6HIS) o SEQ ID NO:20 (que
codifica el polipéptido INSP215 extracelular con etiqueta 6HIS) o un equivalente o fragmento redundante de aquellas
secuencias.

En un tercer aspecto, la divulgacion proporciona una molécula de acido nucleico purificada que se hibridiza en
condiciones de rigurosidad alta con una molécula de &cido nucleico del segundo aspecto de la invencion. Las
condiciones de hibridacion de rigurosidad alta se definen como incubacién durante toda la noche a 42°C en una
solucion que comprende 50% de formamida, 5XSSC (150mM de NaCl, 15mM de citrato trisédico), 50mM de fosfato
de sodio (pH 7,6), solucion de Denhardt 5x, 10% de sulfato de dextrano y 20 microgramos/ml de ADN de esperma
de salmon cizallado desnaturalizado, seguida por lavado de los filtros en 0,1X SSC a aproximadamente 65°C.

En un cuarto aspecto, la invencién proporciona un vector, tal como un vector de expresion, que contiene una
molécula de acido nucleico del segundo o tercer aspecto de la divulgacion. Los vectores preferidos incluyen aquellos
descritos en los Ejemplos en la presente.

En un quinto aspecto, la invencion proporciona una célula huésped transformada con un vector del cuarto aspecto
de la invencion.

En un sexto aspecto, la invencion proporciona un ligando que se une especificamente a un polipéptido del primer
aspecto de la invencion.

En un séptimo aspecto, la divulgacion proporciona un compuesto que es efectivo para alterar la expresion de un gen
natural que codifica un polipéptido del primer aspecto de la invencion o para regular la actividad de un polipéptido del
primer aspecto de la invencion.

Tales compuestos pueden identificarse usando los ensayos y métodos de deteccion divulgados en la presente.

Un compuesto del séptimo aspecto de la divulgacién puede aumentar (agonizar) o disminuir (antagonizar) el nivel de
expresion del gen o la actividad del polipéptido.

En manera significativa, la identificacion de la funcidn de los polipéptidos INSP215 permite el disefio de métodos de
deteccién capaces de identificar compuestos que son efectivos en el tratamiento y/o diagndstico de enfermedades.
Los ligandos y compuestos de acuerdo con el sexto y séptimo aspecto de la divulgacion pueden identificarse usando
tales métodos. Estos métodos se incluyen como aspectos de la presente divulgacion.

Otro aspecto de esta invencion reside en el uso de un gen o polipéptido INSP215 como objetivo para la deteccion
sistematica de moduladores de farmacos candidatos, particularmente farmacos candidatos activos contra las
enfermedades mencionadas en la presente.

También se describen en la presente métodos de deteccion sistematica de compuestos para terapia de las
enfermedades mencionadas en la presente, que comprenden determinar la capacidad de un compuesto para unirse
a un gen o polipéptido INSP215, o un fragmento de los mismos.

También se describen en la presente métodos de deteccion sistematica de compuestos para terapia de las
enfermedades mencionadas en la presente, que comprenden evaluar la modulaciéon de la actividad de un gen o
polipéptido INSP215, o un fragmento de los mismos.

En un octavo aspecto, la invencién proporciona un polipéptido del primer aspecto de la invencién, o una molécula de
acido nucleico del segundo o tercer aspecto de la divulgacién o un vector del cuarto aspecto de la invencion, o una
célula huésped del quinto aspecto de la invencion, o un ligando del sexto aspecto de la invencién, o un compuesto
del séptimo aspecto de la divulgacion para uso en la terapia o diagnostico de enfermedades en las que estan
implicados polipéptidos que contienen un dominio ZP. Tales enfermedades incluyen trastornos proliferativos
celulares, cancer, trastornos cardiovasculares, trastornos neurolégicos, trastornos metabdlicos, infecciodn, trastornos
inmunes, trastornos autoinmunes, inflamacion, trastornos genéticos y particularmente retinopatias, trastornos
reproductivos y trastornos del desarrollo. Preferiblemente, la enfermedad es un enfermedad en la que estan
implicadas proteinas que contienen un dominio ZP/TGR3, tales como canceres, fibrosis, cicatrizacién, hipertension,
aterosclerosis, trastornos reproductivos, trastornos hepaticos, trastornos de pulmoén, trastornos inmunes, trastornos
del desarrollo, trastornos de la piel y trastornos de tejidos conjuntivos. Estos restos del primer, segundo, tercer,
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cuarto, quinto, sexto o séptimo aspecto de la divulgacion también pueden usarse en la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de tales enfermedades.

En particular, los restos del primer, segundo, tercer, cuarto, quinto, sexto o séptimo aspecto de la divulgacion
pueden ser Utiles para el tratamiento de enfermedades tales como cancer metastasico, cancer de pulmén de células
no pequeias, cancer de colon, leucemia, cancer testicular, mieloma, linfoma, cancer colorrectal, cancer de prostata,
canceres cerebrales, canceres oculares, retinoblastoma, cancer del Utero, cancer intestinal, cancer del cuello de
utero, carcinoma endometrial, cancer de pulmén, cancer de pancreas, condrosarcoma, linfomas no Hodgkin,
tumores estromales de los cordones sexuales del ovario, carcinomas ovaricos, tumores gonadales, cancer de
células renales, leucemia linfocitica cronica B, carcinoma gastrico, carcinomas pancreaticos, adenocarcinoma
pancreatico, cancer de pulmén de células pequefas, gliomas, gliomas de alto grado, gliomas malignos,
gliosarcomas, astrocitomas anaplasicos, glioblastomas, meduloblastoma, ependimoma, afecciones malignas de
células T, transplantes de médula 6sea, fibrosis, fibrosis pulmonar idiopatica, esclerodermia, cicatrizaciéon post
operatoria seguida de cirugia de glaucoma, enfermedad renal, diabetes, nefropatia diabética, aterosclerosis,
cardiomiopatia restrictiva, angiogénesis, bronquiolitis obliterante, caquexia, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, cicatrizacion de heridas, sindrome de Crouzon o glomerulonefritis.

Preferiblemente, la leucemia es leucemia linfocitica, leucemia linfocitica agua, leucemia de células B aguda,
leucemia de células T aguda, leucemia mielégena aguda, leucemia mielégena crénica o leucemia linfocitica crénica.

Preferiblemente, el cancer testicular es seminoma, coriocarcinoma, carcinoma embrionario, teratoma o tumor de
saco vitelino.

Preferiblemente, el cancer de pulmén se selecciona de tumores primarios benignos o malignos o de metéastasis de
canceres primarios de muchos otros érganos y tejidos. Preferiblemente el cancer de pulmén se selecciona de
tumores de pulmdn primarios incluidos carcinoma broncogénico, carcinoide bronquial, hamartoma condromatoso
(benigno), linfoma solitario, sarcoma (maligno) o linfomas multifocales. Preferiblemente, el carcinoma broncogénico
se selecciona de carcinoma de células escamosas, carcinoma indiferenciado de células pequefias, carcinoma
indiferenciado de células grandes, adenocarcinoma o carcinoma bronquioloalveolar. Preferiblemente, el carcinoma
broncogénico es carcinoma de células escamosas o carcinoma de células pulmonares no pequeias.
Preferiblemente el cancer de pulmén se selecciona de metastasis de canceres primarios de piel, mama, colon,
prostata, rifion, tiroides, estdbmago, cuello uterino, recto, testiculo y 6seo y de melanoma.

Preferiblemente, el linfoma es enfermedad de Hodgkin, linfoma linfocitico pequefio (SLL/CLL), linfoma de células del
manto (MCL), linfoma folicular (FL), linfoma de zona marginal (MZL) incluido extranodal (linfoma MALT), nodal
(linfoma de células B monocitoides) o esplénico, linfoma difuso de células grandes, linfoma de Burkitt, linfoma de alto
grado similar a Burkitt o linfoma linfoblastico.

En un noveno aspecto, la divulgacion proporciona un método para diagnosticar una enfermedad en un paciente, que
comprende evaluar el nivel de expresion de un gen natural que codifica un polipéptido del primer aspecto de la
invencion o la actividad de un polipéptido del primer aspecto de la invencion en tejido de dicho paciente y comparar
dicho nivel de expresién o actividad con un nivel testigo, en donde un nivel que es diferente a dicho nivel testigo es
indicador de enfermedad. Tal método preferiblemente se llevara a cabo in vitro. Pueden usarse métodos similares
para monitorear el tratamiento terapéutico de la enfermedad en un paciente, en donde la alteracion del nivel de
expresion o actividad de un polipéptido o molécula de acido nucleico durante el periodo de tiempo hacia un nivel
testigo es indicador de una regresion de la enfermedad.

Un método preferido para detectar polipéptidos del primer aspecto de la invencion comprende los pasos de: (a)
poner en contacto un ligando, tal como un anticuerpo, del sexto aspecto de la invencidon con una muestra biolégica
en condiciones adecuadas para la formacién de un complejo ligando-polipéptido; y (b) detectar dicho complejo.

Existe una cantidad de tales métodos diferentes de acuerdo con el noveno aspecto de la divulgacion, como el lector
experto apreciara, tales como métodos de hibridacién de acido nucleico con sondas cortas, analisis de mutacion
puntual, amplificacion por reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) y métodos que usan anticuerpos para detectar
niveles de proteinas aberrantes. Pueden usarse métodos similares a corto o largo plazo para permitir el tratamiento
terapéutico de una enfermedad que se monitoreara en un paciente. La invencién también proporciona kits que son
utiles en estos métodos para diagnosticar enfermedades.

Preferiblemente, la enfermedad diagnosticada mediante un método del noveno aspecto de la divulgacion es una
enfermedad en la que estan implicados polipéptidos que contienen el dominio ZP, o un enfermedad en la que estan
implicadas proteinas que contienen el dominio ZP/TGRS, tal como se describié anteriormente.

En un décimo aspecto, la divulgacién proporciona el uso de un polipéptido del primer aspecto de la invencion como
un receptor de superficie celular o una forma soluble del mismo. Los usos adecuados de los polipéptidos de esta
invencién como receptores de superficie celular seran claros para el lector experto. Ejemplos particulares de usos
adecuados incluyen métodos de deteccion para identificar ligandos y otras moléculas agonistas o antagonistas que
son utiles en la terapia y diagnostico de enfermedades y afecciones en las que esta implicada esta categoria de

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2368072 T3

proteinas. En particular, la invencion proporciona el uso de una forma transmembrana o soluble de un polipéptido del
primer aspecto de la invencidn para unirse a una proteina que pertenece a la superfamilia de proteinas TGF-beta.

En un decimoprimer aspecto, la divulgaciéon proporciona una composicién farmacéutica que comprende un
polipéptido del primer aspecto de la invencion, o una molécula de &cido nucleico del segundo o tercer aspecto de la
divulgacion o un vector del cuarto aspecto de la invencion, o una célula huésped del quinto aspecto de la invencion,
o un ligando del sexto aspecto de la invencién, o un compuesto del séptimo aspecto de la divulgacién, en conjuncion
con un portador farmacéuticamente aceptable.

En un decimosegundo aspecto, la divulgacion proporciona un polipéptido del primer aspecto de la invencién, o una
molécula de acido nucleico del segundo o tercer aspecto de la divulgacion o un vector del cuarto aspecto de la
invencién, o una célula huésped del quinto aspecto de la invencién, o un ligando del sexto aspecto de la invencion, o
un compuesto del séptimo aspecto de la divulgacion, para uso en la fabricacion de un medicamento para el
diagnéstico o tratamiento de una enfermedad.

Preferiblemente, la enfermedad es una enfermedad en la que estan implicados polipéptidos que contienen el
dominio ZP, o un enfermedad en la que estan implicadas proteinas que contienen el dominio ZP/TGR3, tal como se
describid anteriormente.

En un decimotercer aspecto, la divulgaciéon proporciona un método para tratar una enfermedad en un paciente que
comprende administrar al paciente un polipéptido del primer aspecto de la invencion, o una molécula de acido
nucleico del segundo o tercer aspecto de la divulgacion o un vector del cuarto aspecto de la invencién, o una célula
huésped del quinto aspecto de la invencion, o un ligando del sexto aspecto de la invencién, o un compuesto del
séptimo aspecto de la divulgacion.

Preferiblemente, la enfermedad es una enfermedad en la que estan implicados polipéptidos que contienen el
dominio ZP, o un enfermedad en la que estan implicadas proteinas que contienen el dominio ZP/TGR3, tal como se
describid anteriormente.

Para enfermedades en las que la expresion de un gen natural que codifica un polipéptido del primer aspecto de la
invencion, o en las que la actividad de un polipéptido del primer aspecto de la invencidn, es mas baja en un paciente
enfermo cuando se compara con el nivel de expresién o actividad en un paciente sano, el polipéptido, molécula de
acido nucleico, vector, célula huésped, ligando o compuesto administrado al paciente deberia ser un agonista. En
cambio, para enfermedades en las que la expresion del gen natural o actividad del polipéptido es mas alta en un
paciente enfermo cuando se compara con el nivel de expresién o actividad en un paciente sano, el polipéptido,
molécula de acido nucleico, vector, célula huésped, ligando o compuesto administrado al paciente deberia ser un
antagonista. Ejemplos de tales antagonistas incluyen moléculas de acido nucleico, ribozimas y ligandos antisentido,
tales como anticuerpos.

En un decimocuarto aspecto, la divulgacion proporciona animales no humanos transgénicos o genéticamente
desactivados que se han transformado para expresar niveles mas altos, mas bajos o ausentes de un polipéptido del
primer aspecto de la invencion. Tales animales transgénicos son modelos muy Utiles para el estudio de la
enfermedad y también pueden usarse en regimenes de deteccion para la identificacion de compuestos que son
efectivos en el tratamiento o diagnéstico de tal enfermedad.

Preferiblemente, la enfermedad es una enfermedad en la que estan implicados polipéptidos que contienen el
dominio ZP, o un enfermedad en la que estan implicadas proteinas que contienen el dominio ZP/TGR3, tal como se
describié anteriormente.

Tal como se usa en la presente, "equivalente funcional" se refiere a una proteina o molécula de acido nucleico que
posee caracteristicas funcionales o estructurales que son sustancialmente similares a un polipéptido o molécula de
acido nucleico de la presente invencion. Un equivalente funcional de una proteina puede contener modificaciones
dependiendo de la necesidad de tales modificaciones para el funcionamiento de una funciéon especifica. Se pretende
que la expresion "equivalente funcional" incluya los fragmentos, mutantes, hibridos, variantes, analogos o derivados
quimicos de una molécula.

Preferiblemente, el "equivalente funcional" puede ser una proteina o molécula de &cido nucleico que exhibe
cualquier una o mas de las actividades funcionales de los polipéptidos de la presente invencion.

Preferiblemente, el "equivalente funcional" puede ser una proteina o molécula de acido nucleico que muestra
actividad sustancialmente similar en comparacién con INSP215 o fragmentos del mismo en un ensayo adecuado
para la medicion de la actividad o funcidon biolégica. Preferiblemente, el "equivalente funcional" puede ser una
proteina o molécula de acido nucleico que muestra actividad idéntica o mas alta en comparacién con INSP215 o
fragmentos del mismo en un ensayo adecuado para la medicién de la actividad o funcidn bioldgica. Preferiblemente,
el "equivalente funcional" puede ser una proteina o molécula de acido nucleico que muestra 50%, 60%, 70%, 80%,
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90%, 95%, 98%, 99% 100% o mayor actividad en comparacion con INSP215 o fragmentos del mismo en un ensayo
adecuado para la medicién de la actividad o funcién biolégica.

Preferiblemente, el "equivalente funcional" puede ser una proteina o polipéptido capaz de exhibir una actividad
sustancialmente similar in vivo o in vitro a la de los polipéptidos de la invencion. Preferiblemente, el "equivalente
funcional" puede ser una proteina o polipéptido capaz de interactuar con otras moléculas celulares o extracelulares
en un modo sustancialmente similar al modo en que lo haria la porcion correspondiente de los polipéptidos de la
invencion. Por ejemplo, un "equivalente funcional”" seria capaz, en un inmunoensayos, de disminuir la unidon de un
anticuerpo con el péptido correspondiente (es decir, el péptido la secuencia de aminoacidos de la cual fue
modificada para obtener el "equivalente funcional") del polipéptido de la invenciéon, o con el polipéptido de la
invencién en si mismo, donde el anticuerpo fue generado contra el péptido correspondiente del polipéptido de la
invencién. Una concentracién equimolar del equivalente funcional disminuira la unién del péptido correspondiente
mencionada anteriormente en al menos aproximadamente 5%, preferiblemente entre aproximadamente 5% y 10%,
mas preferiblemente entre aproximadamente 10% y 25%, incluso mas preferiblemente entre aproximadamente 25%
y 50% y mas preferiblemente entre aproximadamente 40% y 50%.

Por ejemplo, los equivalentes funcionales pueden ser completamente funcionales o pueden carecer de funciéon en
una o mas actividades. Por consiguiente, en la presente invencion, las variaciones pueden afectar la funcion, por
ejemplo, de las actividades del polipéptido que refleja su posesion de un subdominio ZP/TGR3.

A continuacion se proporciona un compendio de técnicas y procedimientos estandares que pueden emplearse para
aplicar la invencién. Se comprendera que esta invencidon no esta limitada a la metodologia, protocolos, lineas
celulares, vectores y reactivos particulares descritos. También se comprendera que la terminologia usada en la
presente es solamente a efectos de describir realizaciones particulares y no se pretende que esta terminologia deba
limitar el alcance de la presente invencion. El alcance de la invencion esta limitado solamente por los términos de las
reivindicaciones adjuntas.

En esta memoria descriptiva se usan abreviaturas estandares para nucleétidos y aminoacidos.

La puesta en practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique de otra forma, técnicas
convencionales de biologia molecular, microbiologia, tecnologia de ADN recombinante e inmunologia, que con
conocidas por los expertos en la técnica.

Tales técnicas estan explicadas ampliamente en la bibliografia. Ejemplos de textos particularmente adecuados para
consulta incluyen los siguientes: Sambrook Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Segunda edicion (1989); DNA
Cloning, Volumenes | y Il (D.N Glover ed. 1985); Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait ed. 1984); Nucleic Acid
Hybridization (B.D. Hames & S.J. Higgins eds. 1984); Transcription and Translation (B.D. Hames & S.J. Higgins eds.
1984); Animal Cell Culture (R.l. Freshney ed. 1986); Immobilized Cells and Enzymes (IRL Press, 1986); B. Perbal, A
Practical Guide to Molecular Cloning (1984); la serie Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.), especialmente
los volumenes 154 y 155; Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (J.H. Miller y M.P. Calos eds. 1987, Cold
Spring Harbor Laboratory); Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biology (Mayer and Walker, eds. 1987,
Academic Press, Londres); Scopes, (1987) Protein Purification: Principles and Practice, Second Edition (Springer
Verlag, N.Y.); y Handbook of Experimental Immunology, Volumenes I-1V (D.M. Weir and C. C. Blackwell eds. 1986).

Tal como se usa en la presente, el término "polipéptido" incluye cualquier polipéptido o proteina que comprende dos
0 mas aminoacidos unidos entre si mediante enlaces peptidicos o enlaces peptidicos modificados, es decir,
isosteros peptidicos. Este término se refiere a cadenas cortas (péptidos y oligopéptidos) y a cadenas mas largas
(proteinas).

El polipéptido de la presente invencion puede estar en forma de una proteina madura o puede ser una pre-, pro- o
prepro-proteina que puede activarse mediante escisién de la pre-, pro- o prepro-porcion para producir un polipéptido
maduro activo. En tales polipéptidos, la pre-, pro- o prepro-secuencia puede ser una secuencia lider o secretora o
puede ser una secuencia que se emplea para la purificacion de la secuencia de polipéptidos madura.

El polipéptido del primer aspecto de la invencion puede formar parte de una proteina de fusion. Por ejemplo, con
frecuencia es ventajoso incluir una o mas secuencias de aminoacidos adicionales que pueden contener secuencias
secretoras o lideres, pro-secuencias, secuencias que pueden ayudar en la purificacién o secuencias que confieren
estabilidad proteica mas alta, por ejemplo durante la produccién recombinante. De forma alternativa o adicional, el
polipéptido maduro puede estar fusionado con otro compuesto, tal como un compuesto para aumentar la semivida
del polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol).

Los polipéptidos de la invencién son utiles por si solos, como componentes de proteinas de fusion tales como fusion
Fc y/o en combinacién con otro agente. Preferiblemente, la fusion Fc comprende un polipéptido soluble de la
invencién, es decir, un Fc:receptor soluble. Un Fc:receptor soluble es una proteina quimérica del fragmento
constante (Fc) de inmunoglobulina G y el dominio extracelular o fragmento del mismo del receptor. Se sabe que los
Fc:receptores solubles son utiles en el tratamiento de tumores (ver por ejemplo Yingling et al. Nature Reviews 2004,
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Vol.3, pp.1011-1022). Preferiblemente, el péptido soluble consiste en el dominio extracelular o un fragmento del
mismo. Preferiblemente, el polipéptido soluble consiste en la secuencia clonada (SEQ ID NO:21).

Preferiblemente el agente se selecciona entre:
1) TWIST, o
2) inhibidores de quinasa de molécula pequefia, o
) inhibidores de sefalizacion de TGF-beta de molécula grande, o
) agente terapéutico ERBB2/HER2 tal como un inhibidor del receptor de tirosina quinasa Erbb2, o
) inhibidor de la enzima de conversion de angiotensina (ACE) tal como lisinopril, o
) inhibidor del receptor de tirosina quinasa de la familia EGFR tal como gefitinib, o
) inhibidor de tirosina quinasa Abl tal como imatinib, o
) Inmunomoduladores.

O ~NO O1Th W

Preferiblemente, el inhibidor de quinasa de molécula pequefia se dirige al complejo receptor de TGF-.
Preferiblemente, el complejo receptor de TGF-f es el RI de TGF-B. Preferiblemente, el inhibidor de quinasa del Rl de
TGF-B del inhibidor de molécula pequefia se selecciona de inhibidores en base a un andamio de dihidropirrolopirazol
tales como LY550410 o LY580276 desarrollados por Elli Lilly, inhibidores en base a un andamio de imidazol tales
como SB-505124 desarrollado por GlaxoSmithKline, inhibidores en base a un andamio de pirazolopiridina tales
como los desarrollados por Elli Lilly, inhibidores en base a un andamio de pirazol tales como los desarrollados por
GlaxoSmithKline, inhibidores en base a un andamio de imidazopiridina tales como aquellos desarrollados por
Biogen, inhibidores en base a un andamio de triazol tales como los desarrollados por Pfizer, inhibidores en base a
un andamio de piridopirimidina tales como los desarrollados por Johnson & Johnson, inhibidores en base a un
andamio de isotiazol tales como los desarrollados por Pfizer, un inhibidor derivado de quinazolina tal como SD-093 o
el inhibidor de quinasa SD-208.

Preferiblemente, el inhibidor de sefializacion de TGF-beta de molécula grande es un receptor soluble, un anticuerpo
neutralizante o un oligonucleétido antisentido.

Preferiblemente, el receptor soluble es el antagonista del receptor tipo Il de Fc:soluble SR2F. Bandyopadhyay et al.
divulga el uso de un betaglicano recombinante soluble (TGFbRIII) denominado sBG util como un agente terapéutico
para el cancer de préstata después de la administracion sistémica en un modelo de xenoinjerto (Prostate 2005,
Vol.63, Numero 1, pp.81-90). Liu et al. divulgaron una transfeccion génica del receptor tipo || de TGH3 soluble capaz
de inhibir la obliteracion fibrosa de las vias respiratorias en un modelo de rata de bronquiolitis obliterante (Am. J.
Respir. Crit. Care Med. 2002. Vol.165, pp.419-423).

Preferiblemente, el anticuerpo neutralizante es un anticuerpo monoclonal de inmunoglobulina G4TGF-f,
recombinante humana tal como lerdelimumab, un anticuerpo monoclonal que se dirige a TGF-B tal como
metelimumab o un anticuerpo anti-TGF- pan-especifico humano tal como GC-1008.

Preferiblemente, el oligonucledtido antisentido se dirige al ARNm del ligando TGF-B. Preferiblemente, el
oligonucledtido antisentido es una vacuna de TGF-B2 antisentido (una vacuna deélulas tumorales alogénicas

modificada por TGF-B2 antisentido), AP-12009, NeuGene, un inhibidor de oligonucleétido antisentido como el
desarrollado por NeXstar, o un oligonucleétido antisentido de fosforotioato especifico de TGF-1 tal como AP-11014.

Preferiblemente, el inhibidor del receptor de tirosina quinasa Erbb2 es Trastuzumab.

Como tales, los antagonistas de TGF-beta son conocidos y usados para el tratamiento de varias enfermedades.
Antisense Pharma GmbH desarroll6 AP-11014 para el tratamiento de canceres de pulmoén de células no pequefias,
colorrectales y de préstata y AP-12009 para el tratamiento de gliomas, en particular gliomas de alto grado,
preferiblemente astrocitomas anaplasicos o glioblastomas. AVI BioPharma desarroll6 NeuGene para transplantes de
médula 6sea. Biogen desarrollé inhibidores del receptor de TGF-beta para el tratamiento de fibrosis. Cambridge
Antibody Technology desarrollé6 GC-1008 para el tratamiento de fibrosis, en particular de fibrosis pulmonar idiopatica,
lerdelimumab para el tratamiento o para la prevencién de cicatrizacion postoperatoria luego de cirugia de glaucoma
y metelimumab para el tratamiento de enfermedad renal, fibrosis, esclerodermia y diabetes, en particular de
nefropatia diabética. Eli Lilly desarrollo inhibidores de TGF-beta para el tratamiento de aterosclerosis, cancer e
inflamacion. NCI/NIH desarroll6 un antagonista de TGF-beta para el tratamiento de cancer, en particular de cancer
metastésico. NeXstar desarrollé6 un antagonista de TGF-beta para el tratamiento de un trastorno de angiogénesis.
Scios desarrollé un antagonista de TGF-beta 1 para el tratamiento de enfermedad pulmonar obstructiva crénica,
cardiomiopatia restrictiva y cancer. Sumimoto Seika Chemicals desarrolld6 un antagonista de TGF-beta para el
tratamiento de nefropatia diabética. Telios desarrollé anticuerpos CAT anti-TGF-beta para el tratamiento de fibrosis.
NovaRx desarrollé una vacuna de TGF-B2 antisentido para el tratamiento de gliomas, en particular gliomas
malignos, por ejemplo, gliosarcomas.

Preferiblemente, los polipéptidos de la presente invencion y/o el agente modulan terapéuticamente la sefalizacion

de TGF-B para afectar la metéstasis sin afectar adversamente la naturaleza de supresor tumoral de TGF-. Se sabe
que canceres epiteliales tempranos permanecen sometidos al rol supresor tumoral de TGF-beta y retienen una via
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de inhibicion de crecimiento mediada por TGF-beta funcional (Yingling et al. 2004). A medida que las lesiones
premalignas se desarrollan, los mecanismos de sefalizacion de TGF- se alteran y el rol de TGF-B cambia
progresivamente de supresor tumoral a promotor tumoral. TGF-f tiene un rol en la conversibn de tumores epiteliales
tempranos en tumores metastasicos invasivos mediante promocién de transicion epitelio-mesenquimal (EMT). TGF-
B actia para promover el progreso y metastasis tumoral una vez que el tumor se ha convertido en un fenotipo
mesenquimal.

Los polipéptidos de la presente invencion, solos, como parte de una proteina de fusion y/o en combinacién con un
agente, preferiblemente se administran a canceres donde TGF-8 actia como un promotor tumoral. Preferiblemente,
los polipéptidos de la presente invencién, solos, como parte de una proteina de fusién y/o en combinacién con un
agente, se administran a canceres epiteliales no tempranos o lesiones no primarias. Preferiblemente, los canceres
no epiteliales son canceres invasivos y/o metastaticos. Preferiblemente, los polipéptidos de la presente invencion,
solos, como parte de una proteina de fusién y/o en combinaciéon con un agente, se administran a tumores que se
han convertido en un fenotipo mesenquimal.

La administracion puede lograrse a través de inyecciones subconjuntivales o intratumoralmente mediante
administracion potenciada por conveccion o inyeccion tépica.

En una realizaciéon preferida, un polipéptido de la invencién que puede comprender una secuencia que tiene al
menos 85% de homologia con un polipéptido INSP215, es una proteina de fusion.

Estas proteinas de fusién pueden obtenerse mediante clonacién de un polinucledtido que codifica un polipéptido que
comprende una secuencia que tiene al menos 85% de homologia con un polipéptido INSP215 en el mismo marco de
la secuencia codificante para una secuencia proteica heterdloga. Las proteinas de fusion preferidas incluyen
aquellas descritas en los Ejemplos en la presente, cuya secuencia de aminoacidos se proporciona en la SEQ ID
NO:19 y SEQ ID NO:21.

Se pretende que el término "heterdlogo”, cuando se usa en la presente, designe cualquier polipéptido distinto a un
polipéptido INSP215 humano. Ejemplos de secuencias heterélogas, que pueden estar comprendidas en las
proteinas de fusidon en los extremos N o C, incluyen: dominios extracelulares de proteina unida a membrana,
regiones constantes de inmunoglobulina (regiones Fc), dominios de multimerizacion, dominios de proteinas
extracelulares, secuencias sefial, secuencia de exportacion y secuencias que permiten la purificacion mediante
cromatografia de afinidad.

Muchas de estas secuencias heterdlogas estan disponibles en el mercado en plasmidos de expresion ya que estas
secuencias se incluyen comunmente en proteinas de fusién para proporcionar propiedades adicionales sin deteriorar
considerablemente la actividad bioldgica especifica de la proteina fusionada a ellas (Terpe K, 2003, Appl Microbiol
Biotechnol, 60:523-33). Ejemplos de tales propiedades adicionales son una semivida mas prolongada en fluidos
corporales, la localizacién extracelular o un procedimiento de purificacion mas facil como se permite mediante la
prolongacion de Histidinas formando la denominada "etiqueta de histidina" (Gentz et al. 1989, Proc Natl Acad Sci
USA, 86:821-4) o mediante la etiqueta "HA", un epitopo derivado de la proteina hemaglutinina de la gripe (Wilson et
al. 1994, Cell, 37:767-78). Si es necesario, la secuencia heteréloga puede eliminarse mediante una escision
proteolitica, por ejemplo insertando un sitio de escisidn proteolitica entre la proteina y la secuencia heteréloga y
exponiendo la proteina de fusion purificada a la proteasa apropiada. Estas caracteristicas tienen particular
importancia para las proteinas de fusién ya que facilitan su produccién y uso en la preparacion de composiciones
farmacéuticas. Por ejemplo, el polipéptido INSP215 puede purificarse por medio de un péptido hexa-histidina
fusionado en el extremo C terminal de INSP215. Cuando la proteina de fusién comprende una regién de
inmunoglobulina, la fusién puede ser directa, o a través de un péptido ligador corto que puede ser de tan solo 1 a 3
residuos de aminoacidos de longitud o mas largos, por ejemplo, 13 residuos de aminoacidos de longitud. Dicho
ligador puede ser un tripéptido de la secuencia E-F-M (Glu-Phe-Met), por ejemplo, o una secuencia ligadora de 13
aminoacidos que comprende Glu-Phe-Gly-Ala-Gly-Leu-Val-Leu-Gly-Gly-GIn-Phe-Met (SEQ ID NO: 15) introducida
entre la secuencia de las sustancias de la invencién y la secuencia de inmunoglobulina. La proteina de fusion
resultante tiene propiedades mejoradas, tales como un tiempo de residencia extendido en fluidos corporales (es
decir, una semivida aumentada), actividad especifica aumentada, nivel de expresién aumentado o se facilita la
purificacion de la proteina de fusién.

En una realizacién preferida, la proteina se fusiona con la region constante de una molécula de Ig. Preferiblemente,
se fusiona con regiones de cadena pesada, como por ejemplo los dominios CH2 y CH3 de IgGl humana. Otras
isoformas de moléculas de Ig también son adecuadas para la generacién de proteinas de fusiéon de acuerdo con la
presente invencion, tales como las isoformas IgG2 o IgG4, u otras clases de Ig, como por ejemplo IgM o IgA. Las
proteinas de fusidon pueden ser monoméricas o multiméricas, hetero- u homomultiméricas.

En una realizacion preferida adicional, el derivado funcional comprende al menos un resto unido a uno o mas grupos
funcionales, que se producen como una o mas cadenas laterales en los residuos de aminoéacidos. Preferiblemente,
es resto es un resto de polietileno (PEG). La PEGilaciéon puede llevarse a cabo mediante métodos conocidos, tales
como los descritos en W099/55377.
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Los polipéptidos pueden contener aminoacidos distintos a los aminoacidos codificados de 20 genes, modificados
mediante procesos naturales, tal como mediante procesamiento post-traduccional o mediante técnicas de
modificacién quimica que se conocen bien en la técnica. Entre las modificaciones conocidas que pueden estar
presentes comunmente en polipéptidos de la presente invencién estan glicosilacion, enlace lipidico, sulfatacion,
gamma-carboxilaciéon, por ejemplo de residuos de &cido glutamico, hidroxilacién y ribosilacion de ADP. Otras
modificaciones posibles incluyen acetilacién, acilacion, amidacion, enlace covalente de flavina, enlace covalente de
un resto hemo, enlace covalente de un nucledtido o derivado de nucleétido, enlace covalente de una derivado de
lipido, enlace covalente de fosfatidilinositol, reticulacion, ciclizacion, formaciéon de puente disulfuro, desmetilacion,
formacion de reticulados covalentes, formacion de cisteina, formacion de piroglutamato, formilacién, formacion de
ancla de GPI, yodacion, metilacion, miristoilacion, oxidacion, procesamiento proteolitico, fosforilacion, prenilacion,
racemizacion, selenoilacién, adiciéon de aminoacidos mediada por ARN de transferencia a proteinas tales como
arginilacién y ubiquitinacién.

Las modificaciones pueden ocurrir en cualquier lugar en un polipéptido, incluso en la estructura principal del péptido,
las cadenas laterales de aminoacidos y los extremos terminales amino o carboxilo. De hecho, el bloqueo del extremo
terminal amino o carboxilo en un polipéptido, 0 ambos, mediante una modificacion covalente es comun en
polipéptidos de origen natural y sintéticos y tales modificaciones pueden estar presentes en polipéptidos de la
presente invencion.

Las modificaciones que ocurren en un polipéptido con frecuencia estaran en funcién de cémo se hace el polipéptido.
Para polipéptidos que se hacen de forma recombinante, la naturaleza y alcance de las modificaciones en gran
medida seran determinados por la capacidad de modificaciéon post-translacional de la célula huésped particular y las
sefiales de modificacion que estan presentes en la secuencia de aminoéacidos del polipéptido en cuestion. Por
ejemplo, los patrones de glicosilacion varian entre tipos diferentes de células huésped.

Los polipéptidos de la presente invencion pueden prepararse de cualquier modo adecuado. Tales polipéptidos
incluyen, donde el polipéptido es un polipéptido de origen natural, polipéptidos de origen natural aislados (por
ejemplo purificados a partir de cultivo celular), polipéptidos producidos de forma recombinante (incluidas las
proteinas de fusion), polipéptidos producidos sintéticamente y polipéptidos que se producen mediante una
combinacién de estos métodos. El término "aislado" no denota el método mediante el cual se obtiene el polipéptido o
el nivel de pureza de la preparacion. Por consiguiente, tales especies aisladas pueden producirse de forma
recombinante, aislarse directamente de la célula o tejido de interés o producirse sintéticamente en base a las
secuencias determinadas.

Los polipéptidos funcionalmente equivalentes del primer aspecto de la invencion pueden ser polipéptidos que son
homoélogos a los polipéptidos INSP215. Se dice que dos polipéptidos son "homdlogos”, tal como se usa el término en
la presente, si la secuencia de uno de los polipéptidos tiene un grado suficientemente alto de identidad o similitud
con la secuencia del otro polipéptido. "ldentidad" indica que en cualquier posiciéon particular en las secuencias
alineadas, el residuo de aminoacido es idéntico entre las secuencias. "Similitud" indica que en cualquier posicion
particular en las secuencias alineadas, el residuo de aminoacido es de un tipo similar entre las secuencias. Los
grados de identidad y similitud pueden calcularse faciimente (Computational Molecular Biology, Lesk, A.M., ed.,
Oxford University Press, Nueva York, 1988; Biocomputing. Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., ed.,
Academic Press, Nueva York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Parte 1, Griffin, A.M., and Giriffin, H.G.,
eds., Humana Press, Nueva Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press,
1987; y Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991).

Los polipéptidos homdlogos, por lo tanto, incluyen variantes bioldgicas naturales (por ejemplo, variantes alélicas o
variantes geograficas dentro de las especies de las cuales derivan los polipéptidos) y mutantes (tales como
mutantes que contienen sustituciones, inserciones o supresiones de aminoacidos) de los polipéptidos INSP215.
Tales mutantes pueden incluir polipéptidos en los que uno o mas de los residuos de aminoacidos se sustituyen por
un residuo de aminoacido conservado o no conservado (preferiblemente un residuo de aminoacido conservado) y tal
residuo de aminoacido sustituido puede o no ser uno codificado por el cdédigo genético. Tales sustituciones tipicas
son entre Ala, Val, Leu e lle; entre Ser y Thr; entre los residuos acidos Asp y Glu; entre Asn y Gin; entre los residuos
basicos Lys y Arg; o entre los residuos aromaticos Phe y Tyr. Se prefieren particularmente las variantes en las que
varios, es decir, entre 5y 10, 1y 5, 1y 3, 1y 2 o solo 1 aminoacido se sustituye, suprime o agrega en cualquier
combinacién. Se prefieren especialmente las sustituciones, adiciones o supresiones imperceptibles, que no alteran
las propiedades y actividades de la proteina. También se prefieren especialmente en este sentido las sustituciones
conservadoras. Tales mutantes también incluyen polipéptidos en los que uno o mas de los residuos de aminoacidos
incluyen un grupo sustituyente.

De acuerdo con la presente invencion, cualquier sustitucion debe ser preferiblemente una sustitucion "conservadora”
o "segura", que comunmente se define como una sustitucién que introduce un aminoacido que tiene propiedades
quimicas suficientemente similares (por ejemplo, un aminoacido basico cargado positivamente debe reemplazarse
por otro aminoacido basico cargado positivamente), para conservar la estructura y la funcidon bioldgica de la
molécula.
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La bibliografia proporciona mucho modelos en los que la seleccidon de sustituciones de aminoacidos conservadoras
pueden llevarse a cabo en base a estudios estadisticos y fisico-quimicos en la secuencia y/o en la estructura de las
proteinas (Rogov S| and Nekrasov AN, 2001). Los experimentos de disefio de proteinas mostraron que el uso de
subconjuntos especificos de aminoacidos puede producir proteinas plegables y activas, ayudando en la clasificacion
de sustituciones “sindnimas” de aminoacidos que pueden alojarse mas facilmente en la estructura de la proteina, y
que pueden usarse para detectar homélogos y paralogos funcionales y estructurales (Murphy LR et al., 2000). Los
grupos de aminoacidos sindnimos y los grupos de aminoacidos sindnimos mas preferidos se muestran en la Tabla 1.

También pueden introducirse mutaciones no conservadoras especificas en los polipéptidos de la invencion con
diferentes fines. Las mutaciones que reducen la afinidad de la proteina pueden aumentar su capacidad para
reutilizarse y reciclarse, aumentando potencialmente su potencia terapéutica (Robinson CR, 2002). Los epitopos
inmunogénicos presentes finalmente en los polipéptidos de la invencion pueden aprovecharse para desarrollar
vacunas (Stevanovic S, 2002), o eliminarse modificando su secuencia siguiendo métodos conocidos para
seleccionar mutaciones para aumentar la estabilidad de la proteina, y corregirlas (van den Burg B y Eijsink V, 2002;
WO 02/05146, WO 00/34317, WO 98/52976).

Los grupos sinénimos alternativos preferidos para derivados de aminoacidos incluidos en los miméticos peptidicos
son aquellos definidos en la Tabla 2. Una lista no taxativa de derivados de aminoacidos también incluye acido
aminoisobutirico (Aib), hidroxiprolina (Hyp), 1,2,3,4-tetrahidro-isoquinolina-3-COOH, acido indolina-2-carboxilico, 4-
difluoro-prolina, acido L-tiazolidina-4-carboxilico, L-homoprolina, 3,4-dehidro-prolina, 3,4-dihidroxi-fenilalanina,
ciclohexil-glicina y fenilglicina.

Por "derivado de aminoacido" se pretende significar un aminoacido o entidad quimica similar a un aminoacido
distinta de uno de los 20 aminoécidos de origen natural codificados genéticamente. En particular, el derivado de
aminoacido puede contener restos alquilo sustituidos o no sustituidos, lineales, ramificados o ciclicos, y puede incluir
uno o0 mas heteroatomos. Los derivados de aminoacidos pueden hacerse de novo u obtenerse a partir de fuentes
comerciales (Calbiochem-Novabiochem AG, Suiza; Bachem, EE.UU.).

En la bibliografia se divulgan varias metodologias para incorporar derivados de aminoacidos no naturales en
proteinas, usando sistemas de traduccion in vitro e in vivo, para sondear y/o mejorar la estructura y funcién de la
proteina (Dougherty DA, 2000). Las técnicas para la sintesis y el desarrollo de miméticos peptidicos, asi como
también miméticos no peptidicos, también se conocen en la técnica (Golebiowski A et al., 2001; Hruby VJ and Balse
PM, 2000; Sawyer TK, en "Structure Based Drug Design", editado por Veerapandian P, Marcel Dekker Inc.,pg. 557-
663, 1997).

Tales mutantes también incluyen polipéptidos en los que uno o mas de los residuos de aminodcidos incluyen un
grupo sustituyente.

Tipicamente, mas de 30% de identidad entre dos polipéptidos se considera un indicador de equivalencia funcional.
Preferiblemente, los polipéptidos funcionalmente equivalentes del primer aspecto de la invencién tienen un grado de
identidad de secuencia con los polipéptidos INSP215, o con fragmentos activos de los mismos, mayor a 80%. Los
polipéptidos mas preferidos tienen un grado de identidad mayor a 85%, 90%, 95%, 98% o 99%, respectivamente.

Los polipéptidos funcionalmente equivalentes del primer aspecto de la invencién también pueden ser polipéptidos
que se han identificado usando una o mas técnicas de alineacion estructural. Por ejemplo, la tecnologia
Inpharmatica Genome Threader que forma un aspecto de las herramientas de blusqueda usadas para generar la
base de datos de busqueda Biopendium puede usarse (ver solicitud PCT PCT/GB01/01105, también pendiente,
publicada como WO 01/69507) para identificar polipéptidos de funcidon desconocida actualmente que, aunque tienen
identidad de secuencia baja en comparacién con los polipéptidos INSP215, se prevé que sean polipéptidos que
contienen el subdominio ZP/TGR3, en virtud de compartir homologia estructural considerable con las secuencias de
polipéptidos INSP215. Por "homologia estructural considerable" se pretende significar que el Inpharmatica Genome
Threader prevé que dos proteinas comparten homologia estructural con una certeza de 10% y superior.

Los polipéptidos del primer aspecto de la invencion también incluyen fragmentos de los polipéptidos INSP215 y
fragmentos de los equivalentes funcionales de los polipéptidos INSP215, siempre que dichos fragmentos contengan
un subdominio ZP/TGRS3 o tengan un determinante antigénico en comun con los polipéptidos INSP215.

Tal como se usa en la presente, el término "fragmento" se refiere a un polipéptido que tiene una secuencia de
aminoacidos que es igual a una parte, pero no a la totalidad, de la secuencia de aminoacidos de los polipéptidos
INSP215 o de uno de sus equivalentes funcionales. Los fragmentos deben comprender al menos n aminoacidos
consecutivos de la secuencia y, dependiendo de la secuencia particular, n preferiblemente es 7 o mas (por ejemplo,
8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 o mas). Los fragmentos pequefios pueden formar un determinante antigénico.

Los a&cidos nucleicos de acuerdo con la invencién tienen preferiblemente 10-2000 nucleétidos de longitud,

preferiblemente 100-1750 nucledtidos, preferiblemente 500-1500, preferiblemente 600-1200, preferiblemente 750-
1000 nucledtidos de longitud. Los polipéptidos de acuerdo con la invencion tienen preferiblemente 10-700
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aminoacidos de longitud, preferiblemente 50-600, preferiblemente 100-500, preferiblemente 200-400,
preferiblemente 300-375 aminoacidos de longitud.

Los fragmentos de los polipéptidos de exdn INSP215 y los polipéptidos INSP215 pueden consistir en combinaciones
de 2, 3, 4, 5 0 6 secuencias de exones vecinas en el polipéptido INSP215, respectivamente. Preferiblemente, los
exones se combinan para coincidir con los dominios en INSP215 identificados en la presente.

Tales fragmentos pueden ser "independientes"”, es decir, no ser parte o estar fusionados con otros aminoacidos o
polipéptidos, o pueden estar comprendidos dentro de un polipéptido mayor del que forman una parte o region.
Cuando esta comprendido dentro de un polipéptido mayor, el fragmento de la invencidon forma mas preferiblemente
una Unica regién continua. Por ejemplo, ciertas realizaciones preferidas se refieren a un fragmento que tienen una
region pre y/o pro polipéptido fusionada al extremo terminal amino del fragmento y/o una regién adicional fusionada
al extremo terminal carboxilo del fragmento. Sin embargo, varios fragmentos pueden estar comprendidos dentro de
un unico polipéptido mayor.

Los polipéptidos de la presente invencidon o sus fragmentos inmunogénicos (que comprenden al menos un
determinante antigénico) pueden usarse para generar ligandos, tales como anticuerpos policlonales o0 monoclonales,
que son inmunoespecificos para los polipéptidos. Tales anticuerpos pueden emplearse para aislar o para identificar
clones que expresan los polipéptidos de la invencion o para purificar los polipéptidos mediante cromatografia de
afinidad. Los anticuerpos también pueden emplearse como auxiliares de diagnéstico o terapéuticos, entre otras
aplicaciones, como sera evidente para el lector experto.

El término "inmunoespecifico" significa que los anticuerpos tienen afinidad sustancialmente mayor con los
polipéptidos de la invencion que su afinidad con otros polipéptidos relacionados en la técnica anterior. Tal como se
usa en la presente, el término "anticuerpo” se refiere a moléculas intactas asi como también a fragmentos de las
mismas, tales como Fab, F(ab')2 y Fv, que son capaces de unirse al determinante antigénico en cuestion. Tales
anticuerpos por consiguiente se unen a los polipéptidos del primer aspecto de la invencion.

Por "afinidad sustancialmente mayor" pretendemos significar que hay un aumento medible en la afinidad con un
polipéptido de la invencién en comparacion con la afinidad con polipéptidos que contienen el dominio ZP/TGR3
conocidos.

Preferiblemente, la afinidad es de al menos 1,5 veces, 2 veces, 5 veces, 10 veces, 100 veces, 10° veces, 10* veces,
10° veces 0 10° veces mayor con un polipéptido de la invencion que con polipéptidos que contienen el dominio
ZP/TGR3 conocidos.

Preferiblemente, hay un aumento medible en la afinidad con un polipéptido de la invencién en comparaciéon con
proteinas que contienen el dominio ZP conocidas.

Si se desean anticuerpos policlonales, un mamifero seleccionado, tal como un ratén, conejo, cabra o caballo, puede
inmunizarse con un polipéptido del primer aspecto de la invencion. El polipéptido usado para inmunizar el animal
puede derivarse mediante tecnologia de ADN recombinante o puede sintetizarse quimicamente. Si se desea, el
polipéptido puede conjugarse con una proteina portadora. Los portadores usados comunmente a los que los
polipéptidos pueden estar quimicamente acoplados incluyen albumina de suero bovino, tiroglobulina y hemocianina
de lapa californiana. El polipéptido acoplado luego se usa para inmunizar el animal. Se recoge suero del animal
inmunizado y se trata de acuerdo con procedimientos conocidos, por ejemplo mediante cromatografia de
inmunoafinidad.

Los anticuerpos monoclonales para los polipéptidos del primer aspecto de la invencién también pueden ser
producidos facilmente por un experto en la técnica. La metodologia general para producir anticuerpos monoclonales
usando tecnologia de hibridomas se conoce bien (ver, por ejemplo, Kohler, G. and Milstein, C, Nature 256: 495-497
(1975); Kozbor et al., Immunology Today 4: 72 (1983); Cole et al., 77-96 en Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Alan R. Liss, Inc. (1985).

Los paneles de anticuerpos monoclonales producidos contra los polipéptidos del primer aspecto de la invencién
pueden detectarse sistematicamente para varias propiedades, es decir, para isotipo, epitopo, afinidad, etc. Los
anticuerpos monoclonales son particularmente utiles en la purificacion de los polipéptidos individuales contra los que
se dirigen. De forma alternativa, los genes que codifican los anticuerpos monoclonales de interés pueden aislarse a
partir de hibridomas, por ejemplo, mediante técnicas de PCR conocidas en la técnica, y clonarse y expresarse en
vectores apropiados.

Los anticuerpos quiméricos, en los que se unen o fusionan regiones variables no humanas con regiones constantes
humanas (ver, por ejemplo, Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 84, 3439 (1987)), también pueden usarse.

El anticuerpo puede modificarse para hacerlo menos inmunogénico en un individuo, por ejemplo mediante
humanizacion (ver Jones et al., Nature, 321, 522 (1986); Verhoeyen et al., Science, 239, 1534 (1988); Kabat et al., J.
Immunol., 147, 1709 (1991); Queen et al., Proc. Natl Acad. Sci. EE.UU., 86, 10029 (1989); Gorman et al., Proc. Natl
Acad. Sci. EE.UU., 88, 34181 (1991); y Hodgson et al., Bio/Technology, 9, 421 (1991)). La expresion "anticuerpo
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humanizado", tal como se usa en la presente, se refiere a moléculas de anticuerpo en las que los aminoacidos CDR
y otros aminoacidos seleccionados en los dominios variables de las cadenas pesadas y/o ligeras de un anticuerpo
donante no humano se han sustituido en lugar de aminoacidos equivalentes en un anticuerpo humano. El anticuerpo
humanizado por consiguiente es muy similar a un anticuerpo humano pero tiene la capacidad de unién del
anticuerpo donante.

En una alternativa adicional, el anticuerpo puede ser un anticuerpo "biespecifico", que es un anticuerpo que tiene
dos dominios de union a antigeno diferentes, estando cada dominio dirigido contra un epitopo diferente.

La tecnologia de presentacion de fagos puede utilizarse para seleccionar genes que codifican anticuerpos con
actividades de unién hacia polipéptidos de la invencién a partir de repertorios de PCR ampliados, genes V de
linfocitos de humanos detectados por poseer los anticuerpos relevantes, o a partir de bibliotecas naive (McCafferty,
J. et al., (1990), Nature 348, 552-554; Marks, J. et al., (1992) Biotechnology 10, 779-783). La afinidad de estos
anticuerpos también puede mejorarse mediante intercambio de cadenas (Clackson, T. et al., (1991) Nature 352, 624-
628).

Los anticuerpos generados mediante las técnicas anteriores, ya sean policlonales o monoclonales, tienen utilidad
adicional porque pueden emplearse como reactivos en inmunoensayos, radioinmunoensayos (RIA) o ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA). En estas aplicaciones, los anticuerpos pueden etiquetarse con un
reactivo detectable analiticamente tal como un radioisétopo, una molécula fluorescente o una enzima.

Las moléculas de acido nucleico preferidas del segundo y tercer aspecto de la divulgacion son aquellas que
codifican las secuencia de polipéptidos descrita en SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ED NO:8, SEQ
ED NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ED NO:19 o SEQ ED NO:21 y polipéptidos funcionalmente
equivalentes. Estas moléculas de acido nucleico pueden usarse en los métodos y aplicaciones descritas en la
presente. Las moléculas de acido nucleico de la invencion comprenden preferiblemente al menos n nucleétidos
consecutivos de las secuencias divulgadas en la presente donde, dependiendo de la secuencia particular, n es 10 o
mas (por ejemplo, 12,14,15,18, 20, 25, 30, 35, 40 o mas).

Las moléculas de acido nucleico de la invencidén también incluyen secuencias que son complementarias a moléculas
de acido nucleico descritas anteriormente (por ejemplo, con fines antisentido o sondeo).

Las moléculas de acido nucleico de la presente invencion pueden estar en forma de ARN, tal como ARNm, o en
forma de ADN, incluidos, por ejemplo ADNc, ADN sintético o ADN gendmico. Tales moléculas de acido nucleico
pueden obtenerse mediante clonacién, mediante técnicas sintéticas quimicas o mediante una combinacién de las
mismas. Las moléculas de acido nucleico pueden prepararse, por ejemplo, mediante sintesis quimica usando
técnicas tales como sintesis quimica de fosforamidita en fase sélida, a partir de bibliotecas genémicas o de ADNc o
mediante separacion a partir de un organismo. Las moléculas de ARN pueden generarse en general mediante la
transcripcion in vitro o in vivo de secuencias de ADN.

Las moléculas de acido nucleico pueden ser de cadena doble o de cadena simple. El ADN de cadena simple puede
ser la hebra codificadora, también conocida como la hebra con sentido, o puede ser la hebra no codificadora,
también denominada hebra anti-sentido.

La expresién "molécula de &cido nucleico" también incluye andlogos de ADN y ARN, tales como aquellos que
contienen estructuras principales modificadas, y acidos nucleicos de péptido (PNA). El término "PNA", tal como se
usa en la presente, se refiere a un molécula antisentido o un agente antigen que comprende un oligonucleétido de al
menos cinco nucledtidos de longitud ligado a una estructura principal de péptido de residuos de aminoacidos, que
preferiblemente termina en lisina. La lisina terminal confiere solubilidad a la composicion. Los PNAs pueden
pegilarse para extender su tiempo de vida en una célula, donde preferentemente se unen complementariamente a
ADN y ARN de cadena simple y detienen la elongacion de la transcripcion (Nielsen, P.E. et al. (1993) Anticancer
Drug Des. 8:53-63).

Una molécula de acido nucleico que codifica el polipéptido de la SEQ ID NO:2 puede ser idéntica a la secuencia
codificante de la molécula de acido nucleico que se muestra en la SEQ ID NO:1. Una molécula de acido nucleico
que codifica el polipéptido de la SEQ ID NO:4 puede ser idéntica a la secuencia codificante de la molécula de acido
nucleico que se muestra en la SEQ ID NO:3. Una molécula de acido nucleico que codifica el polipéptido de la SEQ
ID NO:6 puede ser idéntica a la secuencia codificante de la molécula de acido nucleico que se muestra en la SEQ ID
NO:5. Una molécula de acido nucleico que codifica el polipéptido de la SEQ ID NO:8 puede ser idéntica a la
secuencia codificante de la molécula de acido nucleico que se muestra en la SEQ ID NO:7. Una molécula de acido
nucleico que codifica el polipéptido de la SEQ ID NO:10 puede ser idéntica a la secuencia codificante de la molécula
de acido nucleico que se muestra en la SEQ ID NO:9. Una molécula de acido nucleico que codifica el polipéptido de
la SEQ ID NO:12 puede ser idéntica a la secuencia codificante de la molécula de acido nucleico que se muestra en
la SEQ ID NO:11. Una molécula de acido nucleico que codifica el polipéptido de la SEQ ID NO:14 puede ser idéntica
a la secuencia codificante de la molécula de acido nucleico que se muestra en la SEQ ID NO:13. Una molécula de
acido nucleico que codifica el polipéptido de la SEQ ID NO:19 puede ser idéntica a la secuencia codificante de la
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molécula de acido nucleico que se muestra en la SEQ ID NO:18. Una molécula de acido nucleico que codifica el
polipéptido de la SEQ ID NO:21 puede ser idéntica a la secuencia codificante de la molécula de acido nucleico que
se muestra en la SEQ ID NO:20.

Estas moléculas también pueden tener una secuencia diferente que, como resultado de la degeneracion del codigo
genético, codifica un polipéptido de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10, SEQ
ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:19 o SEQ ID NO:21. Tales moléculas de acido nucleico que codifican el
polipéptido de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID
NO:14, SEQ ID NO:19 o SEQ ID NO:21 pueden incluir, a modo no taxativo, la secuencia codificante para el
polipéptido maduro en si mismo; la secuencia codificante para el polipéptido maduro y secuencias codificantes
adicionales, tales como aquellas que codifican una secuencia secretora o lider, tales como una secuencia de pro,
pre o prepro polipéptido; la secuencia codificante para el polipéptido maduro, con o sin las secuencias codificantes
adicionales mencionadas anteriormente, junto ademas con secuencias no codificantes adicionales, incluidas las
secuencias no codificantes 5" y 3', tales como las secuencias transcriptas no traducidas que tienen un rol en la
transcripcion (incluidas las sefiales de terminacién), unién del ribosoma y estabilidad de ARNm. Las moléculas de
acido nucleico también pueden incluir secuencias adicionales que codifican aminoacidos adicionales, tales como
aquellos que proporcionan funcionalidades adicionales.

Las moléculas de acido nucleico del segundo y tercer aspecto de la divulgacion también pueden codificar los
fragmentos o los equivalentes funcionales de los polipéptidos y fragmentos del primer aspecto de la invencion. Tal
molécula de acido nucleico puede ser una variante de origen natural tal como una variante alélica de origen natural,
o la molécula puede ser una variante que se sabe que no tiene origen natural. Tales variantes que no tienen origen
natural de la molécula de &cido nucleico pueden hacerse mediante técnicas de mutagénesis, incluidas aquellas
aplicadas a moléculas de &cido nucleico, células u organismos.

Entre las variantes en este sentido estan las variantes que difieren de las moléculas de acido nucleico mencionadas
anteriormente mediante sustituciones, supresiones o inserciones de nucleétidos. Las sustituciones, supresiones o
inserciones pueden involucrar uno o mas nucleétidos. Las variantes pueden alterarse en regiones codificantes o no
codificantes o en ambas. Las alteraciones en las regiones codificantes pueden producir sustituciones, supresiones o
inserciones de aminoacidos conservadoras o no conservadoras.

Las moléculas de acido nucleico de la invencion también pueden manipularse, usando métodos generalmente
conocidos en la técnica, por una variedad de razones, incluso modificar la clonacion, procesamiento y/o expresion
del producto del gen (el polipéptido). El barajado de ADN mediante fragmentacion aleatoria y reensamblaje por PCR
de fragmentos de gen y oligonucleodtidos sintéticos se incluyen como técnicas que pueden usarse para manipular las
secuencias de nucledtidos. La mutagénesis sitio-dirigida puede usarse para insertar nuevos sitios de restriccion,
alterar patrones de glicosilacién, cambiar la preferencia coddnica, producir variantes de empalme, introducir
mutaciones, etc.

Las moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido del primer aspecto de la invencién pueden ligarse a
una secuencia heteréloga de modo tal que la molécula de acido nucleico codifica una proteina de fusion. Tales
moléculas de acido nucleico combinadas se incluyen dentro del segundo o tercer aspecto de la invencion. Por
ejemplo, para detectar en bibliotecas de péptidos inhibidores de la actividad del polipéptido, puede ser util expresar,
usando tal molécula de acido nucleico combinada, una proteina de fusidon que puede reconocerse mediante un
anticuerpo disponible en el mercado. Una proteina de fusiéon también puede manipularse para contener un sitio de
escision ubicado entre la secuencia del polipéptido de la invencién y la secuencia de una proteina heteréloga de
modo tal que el polipéptido puede escindirse y purificarse fuera de la proteina heteréloga.

Las moléculas de acido nucleico de la invencion también incluyen moléculas antisentido que son parcialmente
complementarias a las moléculas de acido nucleico que codifican polipéptidos de la presente invencion y que por lo
tanto hibridizan para las moléculas de acido nucleico codificantes (hibridacion). Tales moléculas antisentido, tales
como oligonucledtidos, pueden disefiarse para reconocer, unirse especificamente y evitar la transcripcion de un
acido nucleico objetivo que codifica un polipéptido de la invencién, como sera conocido para los expertos en la
técnica (ver, por ejemplo, Cohen, J.S., Trends in Pharm. Sci., 10, 435 (1989), Okano, J. Neurochem. 56, 560 (1991);
O'Connor, J. Neurochem 56, 560 (1991); Lee et al., Nucleic Acids Res 6, 3073 (1979); Cooney et al., Science 241,
456 (1988); Dervan etal, Science 251,1360 (1991).

El término "hibridacion” tal como se usa en la presente se refiere a la asociacion de dos moléculas de acido nucleico
entre si mediante un enlace de hidrégeno. Tipicamente, se fijara una molécula a un soporte sélido y la otra estara
libre en la solucion. Luego, las dos moléculas pueden colocarse en contacto entre si en condiciones que favorecen
el enlace de hidrégeno. Los factores que afectan este enlace incluyen: el tipo y volumen de disolvente; temperatura
de reaccion; tiempo de hibridacién; agitacion; agentes para bloquear el acoplamiento no especifico de la molécula de
fase liquida al soporte sdlido (reactivo de Denhardt o BLOTTO); la concentracién de las moléculas; el uso de
compuestos para aumentar la tasa de asociacion de moléculas (sulfato de dextrano o polietilenglicol); y la
rigurosidad de las condiciones de lavado luego de la hibridacion (ver Sambrook et al. [supral)).
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La inhibicién de la hibridacion de una molécula completamente complementaria para obtener una molécula objetivo
puede examinarse usando un ensayo de hibridacidn, como se conoce en la técnica (ver, por ejemplo, Sambrook et
al. [supra]). Una molécula sustancialmente homodloga luego competira e inhibira la unién de una molécula
completamente homéloga con la molécula objetivo en diversas condiciones de rigurosidad, como se describe en
Wahl, G.M. and S.L. Berger (1987; Methods Enzymol. 152:399-407) y Kimmel, A.R. (1987; Methods Enzymol.
152:507-511).

"Rigurosidad” se refiere a condiciones en una reaccién de hibridacion que favorecen la asociaciéon de moléculas muy
similares con respecto a la asociacion de moléculas que difieren.

Las condiciones de hibridacion de rigurosidad alta se definen como incubacién durante toda la noche a 42°C en una
soluciéon que comprende 50% de formamida, 5XSSC (150mM de NaCl, 15mM de citrato trisédico), 50mM de fosfato
de sodio (pH 7,6), solucion de Denhardt 5x, 10% de sulfato de dextrano y 20 microgramos/ml de ADN de esperma
de salmoén cizallado desnaturalizado y luego lavado de los filtros en 0,1X SSC a aproximadamente 65°C. Las
condiciones de rigurosidad baja implican que la reaccion de hibridacién se lleve a cabo a 35°C (ver Sambrook et al.
[supra]). Preferiblemente, las condiciones usadas para la hibridacién son aquellas de rigurosidad alta.

Las realizaciones preferidas de este aspecto de la invencidn son moléculas de acido nucleico que son al menos 70%
idénticas en su longitud total a una molécula de acido nucleico que codifica los polipéptidos INSP215 (SEQ ID NO:2,
SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:19 o SEQ
ID NO:21) y moléculas de acido nucleico que son sustancialmente complementarias a tales moléculas de acido
nucleico. Preferiblemente, una molécula de acido nucleico de acuerdo con este aspecto de la invencion comprende
una region que es al menos 80% idéntica en su longitud total a tales secuencias codificantes, o es una molécula de
acido nucleico que es complementaria a las mismas. En este sentido, las moléculas de acido nucleico que son al
menos 90%, preferiblemente al menos 95%, mas preferiblemente al menos 98%, 99% o mas idénticas en su
longitud total a la misma son particularmente preferidas. Las realizaciones preferidas en este sentido son moléculas
de acido nucleico que codifican polipéptidos que retienen sustancialmente la misma funcién o actividad biolégica que
los polipéptidos INSP215.

También se describe en la presente un proceso para detectar una molécula de acido nucleico de la invencion, que
comprende los pasos de: (a) poner con contacto una sonda nucleica de acuerdo con la invencién con una muestra
bioldgica en condiciones de hibridacion para formar duplex;es y (b) detectar cualquiera de tales duplexes que se
formaron.

Tal como se describe adicionalmente a continuacion en conexién con ensayos que pueden utilizarse de acuerdo con
la invencion, puede usarse una molécula de acido nucleico como se describié anteriormente como una sonda de
hibridacion para ARN, ADNc o ADN gendmico, para aislar clones de ADNcs de longitud completa y genémicos que
codifican polipéptidos INSP215 y para aislar clones de ADNc y genémicos de genes homélogos u ortdlogos que
tienen una alta similitud de secuencia con el gen que codifica este polipéptido.

En este sentido, las siguientes técnicas, entre otras conocidas en la técnica, pueden utilizarse y se describen a
continuacién a efectos de ilustracion. Los métodos para secuenciacion y analisis de ADN se conocen y estan en
general disponibles en la técnica y pueden, en efecto, usarse para practicar muchas de las realizaciones de la
invencién descritas en la presente. Tales métodos pueden emplear tales enzimas como el fragmento Klenow de la
ADN polimerasa |, Secuenasa (US Biochemical Corp, Cleveland, OH), polimerasa Taq (Perkin Elmer), polimerasa T7
termoestable (Amersham, Chicago, IL) o combinaciones de polimerasas y exonucleasas correctoras tales como las
encontradas en ELONGASE Amplification System comercializado por Gibco/BRL (Gaithersburg, MD).
Preferiblemente, el proceso de secuenciacién puede automatizarse usando maquinas tales como Hamilton Micro
Lab 2200 (Hamilton, Reno, NV), Peltier Thermal Cycler (PTC200; MJ Research, Watertown, MA) y Secuenciadores
de ADN ABI Catalyst y 373 y 377 (Perkin Elmer).

Un método para aislar una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido con una funcién equivalente a la
de los polipéptidos INSP215 es sondear una biblioteca genémica o de ADNc con una sonda natural o disefiada
artificialmente usando procedimientos estandares que se reconocen en la técnica (ver, por ejemplo, "Current
Protocols in Molecular Biology", Ausubei et al. (eds). Greene Publishing Association and John Wiley Interscience,
Nueva York, 1989,1992). Las sondas que comprenden al menos 15, preferiblemente al menos 30 y mas
preferiblemente al menos 50 bases contiguas que corresponden o son complementarias a secuencias de acido
nucleico del gen codificante apropiado (SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9,
SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:18 o SEQ ID NO:20) son sondas particularmente utiles. Tales sondas
pueden etiquetarse con un reactivo detectable analiticamente para facilitar su identificacion. Los reactivos Utiles
incluyen, a modo no taxativo, radioisotopos, tintes fluorescentes y enzimas que son capaces de catalizar la
formaciéon de un producto detectable. Usando estas sondas, un experto en la técnica sera capaz de aislar copias
complementarias de polinucleétidos de ADN, ADNc o ARN genémico que codifican proteinas de interés a partir de
fuentes humanas, mamiferas o de otros animales y detectar sistematicamente tales fuentes para secuencias
relacionadas, por ejemplo, para miembros adicionales de la familia, tipo y/o subtipo.
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En muchos casos, las secuencias de ADNc aisladas estaran incompletas ya que la region que codifica el polipéptido
se interrumpira, normalmente en el extremo 5'. Existen diversos métodos disponibles para obtener ADNcs de
longitud completa, o para extender ADNcs cortos. Tales secuencias pueden extenderse utilizando una secuencia de
nucledtidos parcial y empleando diversos métodos conocidos en la técnica para detectar secuencias corriente arriba
tales como promotores y elementos reguladores. Por ejemplo, un método que puede emplearse se basa en el
método de Amplificacién Rapida de extremos de ADNc (RACE; ver, por ejemplo, Frohman et al., PNAS USA 85,
8998-9002, 1988). Las modificaciones recientes a esta técnica, ejemplificadas mediante la tecnologia Marathon™
(Clontech Laboratories Inc.), por ejemplo, han simplificado considerablemente la bisqueda de ADNcs mas largos.
Una técnica ligeramente diferente, denominada PCR de "sitio de restriccion", usa cebadores universales para
recuperar secuencias de acido nucleico desconocidas adyacentes a un locus conocido (Sarkar, G. (1993) PCR
Methods Applic. 2:318-322). También puede usarse PCR inversa para ampliar o extender secuencias usando
cebadores divergentes en base a una region conocida (Triglia, T. et al. (1988) Nucleic Acids Res. 16:8186). Otro
método que puede usarse es PCR de captura que implica amplificacion PCR de fragmentos de ADN adyacentes a
una secuencia conocida en humanos y ADN de cromosoma artificial de levadura (Lagerstrom, M. et al. (1991) PCR
Methods Applic, 1, 111-119). Otro método que puede usarse para recuperar secuencias desconocidas es el de
Parker, J.D. et al. (1991); Nucleic Acids Res. 19:3055-3060). Adicionalmente, se puede usar PCR, cebadores
anidados y bibliotecas PromoterFinder™ para desplazar el ADN gendmico (Clontech, Palo Alto, CA). Este proceso
evita la necesidad de detectar sistematicamente bibliotecas y es util para encontrar uniones intron/exon.

Cuando se detecta sistematicamente para ADNcs, es preferible usar bibliotecas que se han seleccionado por
tamafio para incluir ADNcs mas largos. También son preferibles bibliotecas cebadas aleatoriamente, ya que
contendran mas secuencias que contienen las regiones 5' de los genes. El uso de una biblioteca cebada
aleatoriamente puede ser especialmente preferible para situaciones en las que una biblioteca de oligo d(T) no
proporciona un ADNc de longitud completa. Las bibliotecas gendmicas pueden ser utiles para extension de la
secuencia en regiones 5' reguladoras no trascriptas.

En la presente también se describen las moléculas de acido nucleico de la presente invencién que pueden usarse
para localizacion de cromosomas. En esta técnica, una molécula de acido nucleico se dirige especificamente y
puede hibridarse con una ubicacién particular en un cromosoma humano individual. El mapeo de secuencias
relevantes para cromosomas de acuerdo con la presente invencidon es un paso importante en la correlacién
confirmatoria de aquellas secuencias con las enfermedades asociadas con el gen. Una vez que se maped una
secuencia para una ubicacion cromosomica precisa, la posicion fisica de la secuencia en el cromosoma puede
correlacionarse con datos de mapa genético. Tales datos se encuentran, por ejemplo, en V. McKusick, Mendelian
Inheritance in Man (disponible en linea a través de Johns Hopkins University Welch Medical Library). Las relaciones
entre genes y enfermedades que se han mapeado en la misma regién cromosémica luego se identifican a través de
analisis de ligamiento (coherencia de genes fisicamente adyacentes). Esto proporciona informacion valiosa para
investigadores que buscan genes de enfermedades usando clonacién posicional u otras técnicas de descubrimiento
de genes. Una vez que la enfermedad o sindrome se ha localizado rudimentariamente mediante ligamiento genético
a una region genomica particular, cualquier mapeo de secuencias a esa area puede representar genes asociados o
reguladores para investigacion adicional. La molécula de acido nucleico también puede usarse para detectar
diferencias en la ubicacién cromosdémica debido a la translocacion, inversion, etc. entre individuos normales,
portadores o afectados.

Las moléculas de acido nucleico de la presente invencion también son valiosas para localizaciéon de tejido. Tales
técnicas permiten la determinacion de patrones de expresion del polipéptido en tejidos mediante deteccion de las
ARNms que los codifican. Estas técnicas incluyen técnicas de hibridacion in situ y técnicas de amplificacion de
nucleodtidos, tales como PCR. Los resultados de estos estudios proporcionan un indicio de las funciones del
polipéptido en el organismo. Adicionalmente, los estudios comparativos del patrén de expresion normal de ARNms
con el de ARNms codificados mediante un gen mutante proporcionan abordajes valiosos sobre el rol de polipéptidos
mutantes en una enfermedad. Tal expresion inapropiada puede ser de naturaleza temporal, espacial o cuantitativa.

Los abordajes de silenciamiento génico también pueden ejecutarse para regular hacia abajo la expresion enddgena
de un gen que codifica un polipéptido de la invencion. La interferencia de ARN (ARNi) (Elbashir, SM et al., Nature
2001, 411, 494-498) es un método de silenciamiento génico post—transcripcional especifico de secuencia que puede
emplearse. Los oligonucleétidos de ARNds se sintetizan in vitro y se introducen en una célula. La unién especifica
de secuencia de estos oligonucledtidos de ARNds dispara la degradacién del ARNm objetivo, provocando la
reduccion o ablacion de la expresion de la proteina objetivo.

La eficacia de los abordajes de silenciamiento génico evaluados anteriormente puede evaluarse a través de la
medicion de la expresion de polipéptidos (por ejemplo, mediante transferencia Western) y a nivel del ARN usando
metodologias en base a TagMan.

Los vectores de la presente invencién comprenden moléculas de acido nucleico de la invencién y pueden ser

vectores de clonacion o expresion. Las células huésped de la invencién, que pueden transformarse, transfectarse o
transducirse con los vectores de la invencion pueden ser procariotas o eucariotas.
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Los polipéptidos de la invencion pueden prepararse en forma recombinante mediante expresiéon de sus moléculas de
acido nucleico codificantes en vectores contenidos dentro de una célula huésped. Los expertos en la técnica
conocen tales métodos de expresion y muchos estan descritos en detalle por Sambrook et al (supra) y Fernandez &
Hoeffler (1998, eds. "Gene expression systems. Using nature for the art of expression". Academic Press, San Diego,
Londres, Boston, Nueva York, Sidney, Tokio, Toronto).

Generalmente, puede usarse cualquier sistema o vector que es adecuado para mantener, propagar o expresar
moléculas de acido nucleico para producir un polipéptido en el huésped necesario. La secuencia de nucledétidos
apropiada puede insertarse en una sistema de expresion mediante cualquiera de una variedad de técnicas
habituales y conocidas, tales como, por ejemplo, las descritas en Sambrook et al., (supra). Generalmente, el gen
codificante puede colocarse bajo el control de un elemento de control tal como un promotor, sitio de unién al
ribosoma (para expresion bacteriana) y, opcionalmente, un operador, de modo tal que la secuencia de ADN que
codifica el polipéptido deseado se transcriba en ARN en la célula huésped transformada.

Ejemplos de sistemas de expresion adecuados incluyen, por ejemplo, sistemas cromosémicos, episomaticos y
derivados de virus, incluidos, por ejemplo, vectores derivados de: plasmidos bacterianos, bacteriéfagos,
transposones, episomas de levadura, elementos de insercion, elementos cromosémicos de levadura, virus tales
como baculovirus, virus papova tales como SV40, virus vacuna, adenovirus, virus de la varicela, virus de la
seudorrabia y retrovirus, o combinaciones de los mismos, tales como aquellos derivados de elementos genéticos de
plasmidos y bacteriéfagos, incluidos césmidos y fagéomidos. Los cromosomas humanos artificiales (HACs) también
pueden emplearse para administrar fragmentos mas grandes de ADN de los que pueden estar contenidos y
expresados en un plasmido.

Los vectores pDONR221-INSP215-6HIS, pDONR221-INSP215-EC-6HIS, pDEST12.2_INSP215-EC-6HIS,
pEAK12d_INSP215-EC-6HIS, pENTR_INSP215-6HIS, pEAK12d_INSP215-6HIS y pDEST12.2_INSP215-6HIS son
ejemplos preferidos de vectores adecuados para uso de acuerdo con esta invencion.

Sistemas de expresion particularmente adecuados incluyen microorganismos tales como bacterias transformadas
con bacteriéfago recombinante, vectores de expresion de ADN plasmidos o césmidos; levadura transformada con
vectores de expresion de levadura; sistemas celulares de insectos infectados con vectores de expresion de virus
(por ejemplo, baculovirus); sistemas celulares vegetales transformados con sistemas de expresion de virus (por
ejemplo, virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o con vectores de expresion
bacteriana (por ejemplo, plasmidos Ti o pBR322); o sistemas celulares animales. También pueden emplearse
sistemas de traduccion libres de células para producir los polipéptidos de la invencion.

La introduccion de moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido de la presente invencion en células
huésped puede llevarse a cabo mediante métodos descritos en muchos manuales de laboratorio estandares, tales
como Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology (1986) y Sambrook et al., [supra]. Los métodos
particularmente adecuados incluyen transfeccién del fosfato de calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano,
transveccion, microinyeccion, transfeccion mediada por lipido cationico, electroporacion, transduccion, carga de
raspaduras, introduccién balistica o infeccion (ver Sambrook et al., 1989 [supra]; Ausubel et al., 1991 [supra];
Spector, Goldman & Leinwald, 1998). En células eucariotas, los sistemas de expresion pueden ser transitorios (por
ejemplo, episomaticos) o permanentes (integracion cromosoémica) de acuerdo con las necesidades del sistema.

La molécula de acido nucleico codificante puede o no incluir una secuencia que codifica una secuencia de control,
tal como un péptido sefial o secuencia lider, como se desee, por ejemplo, para secrecién de un polipéptido traducido
en el lumen del reticulo endoplasmatico, en el espacio periplasmico o en el ambiente extracelular. Estas sefiales
pueden ser enddgenas al polipéptido o pueden ser sefiales heterdlogas. Las secuencias lideres pueden eliminarse
mediante el huésped bacteriano en el procesamiento post-translacional.

Ademas de secuencias de control, puede ser deseable agregar secuencias reguladoras que permiten la regulacion
de la expresion del polipéptido relativo al crecimiento de la célula huésped. Son ejemplos de secuencias reguladoras
aquellas que provocan que la expresion de un gen aumente o disminuya en respuesta a un estimulo quimico o
fisico, incluso la presencia de un compuesto regulador o a diversas condiciones de temperatura o metabdlicas. Las
secuencias reguladoras son aquellas regiones no traducidas del vector, tales como potenciadores, promotores y
regiones sin traducir 5' y 3'. Estas interactuan con las proteinas de célula huésped para llevar a cabo la transcripcion
y traduccion. Tales secuencias reguladoras pueden variar en su potencia y especificidad. Dependiendo del sistema
de vectores y huésped utilizados, puede usarse cualquier cantidad de elementos de transcripcion y traduccion,
incluidos promotores constitutivos e inducibles. Por ejemplo, para clonacién en sistemas bacterianos, pueden usarse
promotores inducibles tales como el promotor hibrido lacZ del fagémido Bluescript (Stratagene, LaJolla, CA) o
plasmido pSportl™ (Gibco BRL) y similares. El promotor de polihedrina de baculovirus puede usarse en células de
insectos. Los promotores o potenciadores derivados de los genomas de células vegetales (por ejemplo, genes de
proteinas de choque térmico, RUBISCO y almacenamiento) o de virus vegetales (por ejemplo, promotores virales o
secuencias lideres) pueden clonarse en el vector. En sistemas de células mamiferas, se prefieren promotores de
genes mamiferos o de virus mamiferos. Si es necesario generar una linea celular que contiene multiples copias de la
secuencia, pueden usarse vectores en base a SV40 o EBV con un marcador seleccionable apropiado.
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Un vector de expresion se construye de modo que la secuencia codificante de acido nucleico particular se localiza
en el vector con las secuencias reguladoras apropiadas, siendo la posicién y la orientaciéon de la secuencia
codificante con respecto a las secuencias reguladoras tales que la secuencia codificante se transcribe bajo el
"control" de las secuencias reguladoras, es decir, la polimerasa ARN que se une a la molécula de ADN en las
secuencias de control transcribe la secuencia codificante. En algunos casos puede ser necesario modificar la
secuencia de modo que se acople a las secuencias de control con la orientacion apropiada; es decir, para mantener
el marco de lectura.

Las secuencias de control y otras secuencias reguladoras pueden estar ligadas a la secuencia codificante de acido
nucleico antes de la insercion en un vector. De forma alternativa, la secuencia codificante puede clonarse
directamente en un vector de expresion que ya contiene las secuencias de control y un sitio de restriccion apropiado.

Para produccién de alto rendimiento a largo plazo de un polipéptido recombinante, se prefiere la expresién estable.
Por ejemplo, las lineas celulares que expresan establemente el polipéptido de interés pueden transformarse usando
vectores de expresion que pueden contener origenes de replicacion virales y/o elementos de expresion endégenos y
un gen marcador seleccionable en el mismo vector o en un vector separado. Después de la introduccion del vector,
se puede dejar que las células crezcan durante 1-2 dias en un medio enriquecido antes de cambiarlas a un medio
selectivo. El propdsito del marcador selectivo es conferir resistencia a la selecciéon y su presencia permite el
crecimiento y la recuperacion de células que expresan con éxito las secuencias introducidas. Los clones resistentes
de células transformadas establemente pueden proliferarse usando técnicas de cultivo tisular apropiadas para el tipo
celular.

Las lineas celulares mamiferas disponibles como huéspedes para expresion se conocen en la técnica e incluyen
muchas lineas celulares inmortalizadas disponibles en la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC) incluyendo,
a modo no taxativo, ovario de hamster chino (CHO), HelLa, rifidn de hamster bebé (BHK), rifion de mono (COS),
C127, 3T3, BHK, HEK 293, células de melanoma de Bowes y carcinoma hepatocelular humano (por ejemplo Hep
G2) y una cantidad de otras lineas celulares.

En el sistema baculovirus, los materiales para sistemas de expresion de células de baculovirus/insecto estan
disponibles en el mercado en forma de kit de Invitrogen, San Diego CA (el kit "MaxBac") entre otros. Estas técnicas
son generalmente conocidas para los expertos en la técnica y se describen completamente en Summers and Smith,
Texas Agricultural Experiment Station Bulletin No. 1555 (1987). Las células huésped particularmente adecuadas
para uso en este sistema incluyen células de insectos tales como las células Drosophila S2 y Spodoptera Sf9.

Existen muchos cultivos celulares vegetales y sistemas de expresion genética vegetal enteros conocidos en la
técnica. Ejemplos de sistemas de expresion genética celular vegetal adecuados incluyen aquellos descritos en US
5.693.506; US 5.659.122; y US 5.608.143. Ejemplos adicionales de expresion genética en cultivos celulares
vegetales se han descrito en Zenk, Phytochemistry 30, 3861-3863 (1991).

En particular, pueden utilizarse todas las plantas de las que se pueden aislar y cultivar protoplastos para
proporcionar plantas enteras regeneradas, de modo tal que se recuperan plantas enteras que contienen el gen
transferido. Practicamente todas las plantas pueden regenerarse a partir de células o tejidos cultivados, incluidas, a
modo no taxativo, todas las especies principales de cafa de azulcar, remolacha azucarera, algodén, arboles frutales
y otros, legumbres y hortalizas.

Ejemplos de células huésped bacterianas particularmente preferidas incluyen células de streptococci, staphylococci,
E. coli, Streptomyces y Bacillus subtilis.

Ejemplos de células huésped particularmente adecuadas para expresion fungica incluyen células de levadura (por
ejemplo, S. cerevisiae) y células de Aspergillus.

En la técnica se conocen una cantidad de sistemas de seleccidon que pueden usarse para recuperar lineas celulares
transformadas. Los ejemplos incluyen los genes de quinasa timidina del virus del herpes simple (Wigler, M. et al.
(1977) Cell 11:223-32) y de adenina fosforribosiltransferasa (Lowy, |. et al. (1980) Cell 22:817-23) que pueden
emplearse en células tk- o aprtt, respectivamente.

También, la resistencia herbicida o antibidtica, antimetabolito puede usarse como base para la seleccion; por
ejemplo, dihidrofolato reductasa (DHFR) que confiere resistencia a metotrexato (Wigler, M. et al. (1980) Proc. Natl.
Acad. Sci. 77:3567-70); npt, que confiere resistencia a aminoglucésidos neomicina y G-418 (Colbere-Garapin, F. et
al. (1981) J. Mol. Biol. 150:1-14) y als o pat, que confiere resistencia a clorsulfurén y fosfinotricina acetiltransferasa,
respectivamente. Se han descrito genes seleccionables adicionales, ejemplos de los cuales seran claros para los
expertos en la técnica.

Aunque la presencia o ausencia de expresiéon de gen marcador sugiere que el gen de interés también esta presente,

puede ser necesario confirmar su presencia y expresion. Por ejemplo, si se inserta la secuencia relevante dentro de
una secuencia de gen marcador, las células transformadas que contienen las secuencias apropiadas pueden
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identificarse por la ausencia de la funcidon del gen marcador. De forma alternativa, un gen marcador puede colocarse
conjuntamente con una secuencia que codifica un polipéptido de la invencién bajo el control de un promotor simple.
La expresion del gen marcador en respuesta a induccién o seleccion generalmente indica también la expresion del
gen conjunto.

De forma alternativa, las células huésped que contienen una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido
de la invencion y que expresan dicho polipéptido pueden identificarse mediante una variedad de procedimientos
conocidos por los expertos en la técnica. Estos procedimientos incluyen, a modo no taxativo, hibridaciones ADN-
ADN o ADN-ARN vy bioanalisis de proteinas, por ejemplo, separacion de células activada por fluorescencia (FACS) o
técnicas de inmunoensayo (tales como ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima [ELISA] y radioinmunoensayo
[RIA]), que incluyen tecnologias en base a membrana, solucién o chip para la deteccion y/o cuantificacion de acido
nucleico o proteina (ver Hampton, R. et al. (1990) Serological Methods, a Laboratory Manual, APS Press, St Paul,
MN) y Maddox, D.E. et al. (1983) J. Exp. Med, 158, 1211-1216).

Los expertos en la técnica conocen una amplia variedad de etiquetas y técnicas de conjugacion y pueden usarse en
diversos ensayos de &cido nucleico y aminoacidos. Los medios para producir hibridacion etiquetada o sondas de
PCR para detectar secuencias relacionadas con moléculas de acido nucleico que codifican polipéptidos de la
presente invencion incluyen oligoetiquetado, translacion de mellas, etiquetado del extremo o amplificacién por PCR
usando un polinucledtido etiquetado. De forma alternativa, las secuencias que codifican el polipéptido de la
invencién pueden clonarse en un vector para la producciéon de una sonda ARNm. Tales vectores se conocen en la
técnica, estan disponibles en el mercado y pueden usarse para sintetizar sondas de ARN in vitro mediante la adicién
de una polimerasa de ARN apropiada tal como T7, T3 o SP6 y nucledtidos etiquetados. Estos procedimientos
pueden llevarse a cabo usando una variedad de kits disponibles en el mercado (Pharmacia & Upjohn, (Kalamazoo,
MI); Promega (Madison WI); y U.S. Biochemical Corp., Cleveland, OH)).

Las moléculas reporteras o etiquetas adecuadas, que pueden usarse para facilitar la deteccion, incluyen
radionucleidos, enzimas y agentes fluorescentes, quimioluminiscentes o cromogénicos asi como también sustratos,
cofactores, inhibidores, particulas magnéticas y similares.

Las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la presente invencion también pueden usarse para crear animales
transgénicos, particularmente animales roedores. Esto puede hacerse localmente mediante modificacion de células
somaticas o mediante terapia de linea germinal para incorporar modificaciones heredables. Tales animales
transgénicos pueden ser particularmente utiles en la generacion de modelos animales para moléculas de farmaco
efectivas como moduladores de los polipéptidos de la presente invencion.

El polipéptido puede recuperarse y purificarse de los cultivos celulares recombinantes mediante métodos conocidos
que incluyen precipitacion en sulfato de amonio o etanol, extraccion de acido, cromatografia de intercambio aniénico
o catidnico, cromatografia sobre fosfocelulosa, cromatografia de interacciéon hidréfoba, cromatografia de afinidad,
cromatografia de hidroxilapatita y cromatografia de lectina. La cromatografia liquida de alto rendimiento es
particularmente util para purificacion. Las técnicas conocidas para replegamiento de proteinas pueden emplearse
para regenerar una conformacidon activa cuando el polipéptido se desnaturaliza durante el aislamiento y/o
purificacion.

Las construcciones de vector especializado también pueden usarse para facilitar la purificacion de proteinas, como
se desee, uniendo secuencias que codifican los polipéptidos de la invencidon con una secuencia de nucledtido que
codifica un dominio polipéptido que facilitara la purificacion de proteinas solubles. Ejemplos de tales dominios que
facilitan la purificacion incluyen péptidos quelantes de metal tales como médulos de histidina-triptéfano que permiten
la purificacion sobre metales inmovilizados, dominios de proteina A que permiten la purificacion sobre
inmunoglobulina inmovilizada y el dominio utilizado en el sistema de purificacién de extension/afinidad FLAGS
(Immunex Corp., Seattle, WA). La inclusion de secuencias ligadoras escindibles tales como aquellas especificas
para el Factor XA o enteroquinasa (Invitrogen, San Diego, CA) entre el dominio de purificacion y el polipéptido de la
invencién puede usarse para facilitar la purificacion. Un vector de expresion proporciona la expresion de una
proteina de fusidn que contiene el polipéptido de la invencion fusionado con varios residuos de histidina que
preceden un sitio de escisidon de tiorredoxina o enteroquinasa. Los residuos de histidina facilitan la purificacion
mediante IMAC (cromatografia de afinidad con i6n metalico inmovilizado como se describe en Porath, J. et al.
(1992), Prot. Exp. Purif. 3: 263-281) mientras que el sitio de escision de tiorredoxina o enteroquinasa proporcionan
un medio para purificar el polipéptido a partir de la proteina de fusiéon. Una descripciéon de vectores que contienen
proteinas de fusién se proporciona en Kroll, D.J. et al. (1993; DNA Cell Biol. 12:441-453).

Si el polipéptido debe expresarse para uso en ensayos de deteccion sistematica, generalmente se prefiere que se
produzca en la superficie de la célula huésped en la que se expresa. En este caso, las células huésped pueden
cosecharse antes del uso en el ensayo de deteccion sistematica, por ejemplo usando técnicas tales como
separacion de células activada por fluorescencia (FACS) o técnicas de inmunoafinidad. Si el polipéptido se secreta
en el medio, el medio puede recuperarse para recuperar y purificar el polipéptido expresado. Si el polipéptido se
produce intracelularmente, las células deben lisarse primero antes de recuperar el polipéptido.
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De forma alternativa, puede preferirse que los polipéptidos de la invencion se expresen como proteinas de fusion de
superficie celular. En este caso, las células huésped pueden cosecharse antes del uso en el ensayo de deteccion,
por ejemplo usando técnicas tales como separacion de células activada por fluorescencia (FACs) o técnicas de
inmunoafinidad.

Tal como se indico anteriormente, la presente invencion también proporciona nuevos objetivos y métodos para la
deteccién sistematica de farmacos candidatos o precursores. Estos métodos de deteccion sistematica incluyen
ensayos de uniodn y/o ensayos funcionales, y pueden llevarse a cabo in vitro, en sistemas celulares o en animales.

En este sentido, un objeto particular de esta invencion reside en el uso de un polipéptido INSP215 como objetivo
para detectar sistematicamente farmacos candidatos para tratar o prevenir trastornos en los que participan proteinas
que contienen el dominio ZP, tales como el receptor Il de TGF beta.

También se describen en la presente métodos para seleccionar compuestos biolégicamente activos, comprendiendo
tales métodos poner en contacto un compuesto candidato con un gen o polipéptido INSP215 y seleccionar
compuestos que se unen a dicho gen o polipéptido.

También se describen en la presente métodos para seleccionar compuestos biolégicamente activos, comprendiendo
tales métodos poner en contacto un compuesto candidato con una célula huésped recombinante que expresa un
polipéptido INSP215 con un compuesto candidato y seleccionar compuestos que se unen a dicho polipéptido
INSP215 en la superficie de dichas células y/o que modulan la actividad del polipéptido INSP215.

Un compuesto "biolégicamente activo" denota todo compuesto que tiene actividad bioldgica en un sujeto,
preferiblemente actividad terapéutica, mas preferiblemente un compuesto que puede usarse para tratar trastornos en
los que participan proteinas que contienen el dominio ZP, tales como un receptor Ill de TGF beta, o como un
precursor para desarrollar farmacos para tratar trastornos en los que participan proteinas que contienen el dominio
ZP, tales como receptor Il de TGF beta. Un compuesto "biolégicamente activo" preferiblemente es un compuesto
que modula la actividad de un polipéptido INSP215.

Los métodos anteriores pueden llevarse a cabo in vitro, usando diversos dispositivos y condiciones, incluso con
reactivos inmovilizados, y pueden comprender ademas un paso adicional de ensayo de la actividad de los
compuestos seleccionados en un modelo de trastorno en el que participan proteinas que contienen el dominio ZP,
tales como el receptor Il de TGF beta, tal como un modelo animal.

La unién a un gen o polipéptido objetivo proporciona un indicio de la capacidad del compuesto para modular la
actividad de dicho objetivo, y por consiguiente, afectar una via que conduce a un trastorno en un sujeto. La
determinacion de la union puede llevarse a cabo mediante diversas técnicas, tales como mediante etiquetado del
compuesto candidato, mediante competencia con un ligando de referencia etiquetado, etc.

Para ensayos de union in vitro, los polipéptidos pueden usarse en forma esencialmente pura, en suspension,
inmovilizados sobre un soporte o expresados en una membrana (célula intacta, preparacién de membrana,
liposoma, etc.).

La modulacion de la actividad incluye, a modo no taxativo, estimulacion de la expresion superficial de un receptor y
modulacién de multimerizacion de dicho receptor (por ejemplo, la formacién de complejos multiméricos con otras
subunidades), etc. Las células usadas en los ensayos pueden ser cualquier célula recombinante (es decir, cualquier
célula que comprende un acido nucleico recombinante que codifica un polipéptido INSP215) o cualquier célula que
expresa un polipéptido INSP215 enddgeno. Ejemplos de tales células incluyen, a modo no taxativo, células
procariotas (tales como bacterias) y células eucariotas (tales como células de levadura, células mamiferas, células
de insectos, células vegetales, etc.). Los ejemplos especificos incluyen levaduras de E. coli, Pichia pastoris,
Hansenula polymorpha, Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces o Saccharomyces, lineas celulares
mamiferas (por ejemplo, células Vero, células CHO, células 3T3, células COS, etc.) asi como también cultivos
celulares mamiferos primarios o establecidos (por ejemplo, producidos a partir de fibroblastos, células embrionarias,
células epiteliales, células nerviosas, adipocitos, etc.).

Los compuestos seleccionados preferidos son agonistas de INSP215, es decir, compuestos que pueden unirse a
INSP215 e imitar la actividad de un ligando endégeno del mismo.

También se describe en la presente un método para seleccionar compuestos biolégicamente activos,
comprendiendo dicho método poner en contacto in vitro un compuesto de prueba con un polipéptido INSP215 de
acuerdo con la presente invencion y determinar la capacidad de dicho compuesto de prueba para modular la
actividad de dicho polipéptido INSP215.

También se describe en la presente un método para seleccionar compuestos biolégicamente activos,
comprendiendo dicho método poner en contacto in vitro un compuesto de prueba con un gen INSP215 de acuerdo
con la presente invencion y determinar la capacidad de dicho compuesto de prueba para modular la actividad de
dicho gen INSP215, preferiblemente para estimular la expresion del mismo.
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También se describe en la presente un método para detectar sistematicamente, seleccionar o identificar compuestos
activos, comprendiendo el método poner en contacto un compuesto de prueba con una célula huésped
recombinante que comprende un constructo reportero, comprendiendo dicho constructo reportero un gen reportero
bajo el control de un promotor de gen INSP215 y seleccionar los compuestos de prueba que modulan (por ejemplo,
estimulan o reducen, preferiblemente estimulan) la expresion del gen reportero.

El polipéptido de la invencion puede usarse para detectar sistematicamente bibliotecas de compuestos en cualquiera
de una variedad de técnicas de deteccion sistematica de farmacos. Tales compuestos pueden activar (agonizar) o
inhibir (antagonizar) el nivel de expresion del gen o la actividad del polipéptido de la invencion. Los compuestos
preferidos son efectivos para alterar la expresion de un gen natural que codifica un polipéptido del primer aspecto de
la invencién o para regular la actividad de un polipéptido del primer aspecto de la invencion.

Los compuestos agonistas o antagonistas puede aislarse de, por ejemplo, células, preparaciones libres de células,
bibliotecas quimicas o mezclas de producto natural. Estos agonistas o antagonistas pueden ser sustratos, ligandos,
enzimas, receptores o miméticos estructurales o funcionales naturales o modificados. Para una evaluacion
adecuada de tales técnicas de deteccion sistematica, ver Coligan et al., Current Protocols in Immunology |
(2):Capitulo 5 (1991).

Los compuestos que mas probablemente seran buenos antagonistas son moléculas que se unen al polipéptido de la
invencion sin inducir los efectos bioldgicos del polipéptido luego de unirse al él. Los antagonistas potenciales
incluyen moléculas organicas pequefias, péptidos, polipéptidos y anticuerpos que se unen al polipéptido de la
invencién y de este modo inhiben o extinguen su actividad. De este modo, la union del polipéptido a moléculas de
union celular normales pueden inhibirse de modo que se evita la actividad biolégica normal del polipéptido.

El polipéptido de la invencion que se emplea en tal técnica de deteccion sistematica puede estar libre en solucion,
fijado a un soporte sélido, suspendido en una superficie celular o localizado intracelularmente. En general, tales
procedimientos de deteccion sistematica pueden implicar el uso de células 0 membranas celulares apropiadas que
expresan el polipéptido que se ponen en contacto con un compuesto de prueba para observar la unién, o
estimulacién o inhibicion de una respuesta funcional. La respuesta funcional de las células que se pusieron en
contacto con el compuesto de prueba luego se compara con células testigo que no se pusieron en contacto con el
compuesto de prueba. Tal ensayo puede evaluar si el compuesto de prueba resulta en una sefal generada mediante
activacion del polipéptido usando un sistema de deteccion sistematica apropiado. Los inhibidores de activacion
generalmente se ensayan en presencia de un agonista conocido y se observa el efecto en la activacion mediante el
agonista en presencia del compuesto de prueba.

Los métodos para generar sefiales detectables en los tipos de ensayos descritos en la presente serdn conocidos
para los expertos en la técnica. Un ejemplo particular es cotransfectar un constructo que expresa un polipéptido de
acuerdo con la invencién o un fragmento tal como el LBD, en fusion con el dominio de unién a ADN de GAL4, en una
célula junto con un plasmido reportero, como por ejemplo pFR-Luc (Stratagene Europe, Amsterdam, Paises Bajos).
Este plasmido particular contiene un promotor sintético con cinco repeticiones conjuntas de sitios de uniéon a GAL4
que controlan la expresion del gen luciferasa. Cuando un ligando potencial se agrega a las células, unira la fusién
GAL4-polipéptido e inducira la transcripcion del gen luciferasa. El nivel de expresion de luciferasa puede
monitorearse por su actividad usando un lector de luminiscencia (ver, por ejemplo, Lehman et al. JBC 270, 12953,
1995; Pawar et al. JBC, 277,39243, 2002).

Un método preferido para identificar un compuesto agonista o antagonista de un polipéptido de la presente invencion
comprende:

(a) poner en contacto una célula que expresa en la superficie de la misma el polipéptido de acuerdo con el primer
aspecto de la invencion, estando asociado el polipéptido con un segundo componente capaz de proporcionar una
sefial detectable en respuesta a la union de un compuesto con el polipéptido, con un compuesto que se detectara
sistematicamente en condiciones para permitir la unién con el polipéptido; y

(b) determinar si el compuesto se une y activa o inhibe el polipéptido midiendo el nivel de una sefial generada a
partir de la interaccién del compuesto con el polipéptido.

Un método preferido adicionalmente para identificar un agonista o antagonista de un polipéptido de la presente
invencién comprende:

(a) poner en contacto una célula que expresa en la superficie de la misma el polipéptido, estando asociado el
polipéptido con un segundo componente capaz de proporcionar una sefal detectable en respuesta a la unién de un
compuesto con el polipéptido, con un compuesto que se detectara sistematicamente en condiciones para permitir la
union con el polipéptido; y

(b) determinar si el compuesto se une y activa o inhibe el polipéptido comparando el nivel de una sefial generada a
partir de la interaccién del compuesto con el polipéptido, con el nivel de una sefal en ausencia del compuesto.

Por ejemplo, podria usarse un método tal como deteccion FRET de una unién de un ligando unido al polipéptido en
presencia de coactivadores de péptido (Norris et al., Science 285, 744,1999).
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Los métodos generales que se describieron anteriormente pueden comprender ademas llevar a cabo la
identificacion del agonista o antagonista en presencia de un ligando etiquetado o no etiquetado para el polipéptido.

En otra realizacion del método para identificar un agonista o antagonista de un polipéptido de la presente invencion
comprende:

determinar la inhibicion de la unién de un ligando con células que tienen un polipéptido en la superficie de las
mismas, o con membranas celulares que contienen tal polipéptido, en presencia de un compuesto candidato en
condiciones para permitir la unién con el polipéptido, y determinar la cantidad de unién de ligando con el polipéptido.
Se considera que un compuesto capaz de provocar reducciéon de unién de un ligando es un agonista o antagonista.
Preferiblemente el ligando esta etiquetado.

Mas particularmente, un método para la deteccion sistemética de un compuesto antagonista o agonista de
polipéptido comprende los pasos de:

(a) incubar un ligando etiquetado con una célula entera que expresa un polipéptido de acuerdo con la invencion en
la superficie celular, o una membrana celular que contiene un polipéptido de la invencion,

(b) medir la cantidad de ligando etiquetado unido a la célula entera o con la membrana celular;

(c) agregar un compuesto candidato a la mezcla del ligando etiquetado y la célula entera o membrana celular del
paso (a) y permitir que la mezcla alcance el equilibrio;

(d) medir la cantidad de ligando etiquetado unido con la célula entera o con la membrana celular después del paso
(c)y

(e) comparar la diferencia del ligando etiquetado unido en el paso (b) y (d), de modo tal que el compuesto que
provoca la reduccion en la union en el paso (d) se considera que es un agonista o antagonista.

Pueden usarse ensayos de union simple, en los que la adherencia de un compuesto de prueba a una superficie que
soporta el polipéptido se detecta mediante una etiqueta asociada directamente o indirectamente con el compuesto
de prueba o en un ensayo que implica la competencia con un competidor etiquetado. En otra realizacién, pueden
usarse ensayos de deteccion sistematica de farmaco competitivo, en los que compiten anticuerpos neutralizantes
que son capaces de unirse al polipéptido especificamente con un compuesto de prueba para unién. De este modo,
los anticuerpos pueden usarse para detectar la presencia de cualquier compuesto de prueba que posee afinidad de
union especifica para el polipéptido.

Los ensayos de deteccion sistematica conocidos en la técnica que son adecuados para la identificacion de
moduladores de los polipéptidos de esta invencion incluyen el ensayo GAL4 (por ejemplo, Jurgen M. Lehmann et al.,
J. Biol. Chem., Jun 1995; 270: 12953- 12956; Raivio T. et al., J. Clin. Endocrinol. Metab. 86 (2001) 1539- 44),
técnicas biofisicas tales como resonancia de plasmones superficiales (comercializada por Biacore AB, Uppsala,
Suecia) y ensayos en base a polarizacion en fluorescencia o FRET para unién inducida por ligando del péptido
coactivador (Mukherjee R. et al., J Steroid Biochem. Mol. Biol. 2002 Jul; 81(3):217-25).

También pueden disefiarse ensayos para detectar el efecto de compuestos de prueba agregados en la produccién
de ARNm que codifica el polipéptido en las células. Por ejemplo, puede construirse un ELISA que mide los niveles
secretados o asociados con la célula de polipéptido usando anticuerpos monoclonales o policlonales mediante
métodos estandares conocidos en la técnica, y este puede usarse para buscar compuestos que pueden inhibir o
potenciar la produccion del polipéptido a partir de células o tejidos manipulados adecuadamente. La formacion de
complejos de unién entre el polipéptido y el compuesto que se esta probando puede medirse luego.

Otra técnica para deteccidn sistematica de farmaco que puede usarse proporciona deteccidén sistematica de alto
rendimiento de compuestos que tienen afinidad de unidén adecuada con el polipéptido de interés (ver Solicitud de
patente internacional WO84/03564). En este método, se sintetizan grandes cantidades de diferentes compuestos de
prueba pequefios sobre un sustrato sélido, que luego pueden hacerse reaccionar con el polipéptido de la invencion y
lavarse. Un modo de inmovilizar el polipéptido es usar anticuerpos no neutralizantes. El polipéptido unido luego
puede detectarse usando métodos que son conocidos en la técnica. El polipéptido purificado también puede
revestirse directamente sobre placas para uso en las técnicas de deteccion sistematica de farmaco mencionadas
anteriormente.

Los métodos de ensayo incluyen aquellos que implican el uso de los genes y polipéptidos de la invencion en
ensayos de sobreexpresion o ablacién. Tales ensayos implican la manipulacién de niveles de estos
genes/polipéptidos en las células y la evaluacién del impacto de este evento de manipulacion sobre la fisiologia de
las células manipuladas. Por ejemplo, tales experimentos revelan detalles de las vias de sefializacion y metabolicas
en las que participan los genes/polipéptidos particulares, generan informacion con respecto a las identidades de
polipéptidos con los que los polipéptidos estudiados interactian y proporcionan pistas sobre métodos con los que se
regulan genes y proteinas relacionados.

Otra técnica para deteccidn sistematica de farmaco que puede usarse proporciona deteccidén sistematica de alto
rendimiento de compuestos que tienen afinidad de unién adecuada con el polipéptido de interés (ver Solicitud de
patente internacional WO84/03564). En este método, se sintetizan grandes cantidades de diferentes compuestos de
prueba pequefios sobre un sustrato sélido, que luego pueden hacerse reaccionar con el polipéptido de la invencion y
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lavarse. Un modo de inmovilizar el polipéptido es usar anticuerpos no neutralizantes. El polipéptido unido luego
puede detectarse usando métodos que son conocidos en la técnica. El polipéptido purificado también puede
revestirse directamente sobre placas para uso en las técnicas de deteccion sistematica de farmaco mencionadas
anteriormente.

El polipéptido de la invencién puede usarse para identificar receptores unidos a membrana o solubles, a través de
técnicas de union a receptor estandares que se conocen en la técnica, tales como ensayos de unién a ligando y
reticulacion en los que el polipéptido se etiqueta con un isétopo radioactivo, se modifica quimicamente, o se fusiona
a una secuencia de péptidos que facilita su deteccion sistematica o purificaciéon y se incuba con una fuente del
receptor putativo (por ejemplo, una composiciéon de células, membranas celulares, sobrenadantes celulares,
extractos tisulares o fluidos corporales). La eficacia de la uniéon puede medirse usando técnicas biofisicas tales como
resonancia de plasmones superficiales (comercializada por Biacore AB, Uppsala, Suecia) y espectroscopia. Los
ensayos de unidon pueden usarse para la purificacion y clonacién del receptor, pero también pueden identificar
agonistas y antagonistas del polipéptido, que compiten con la unién del polipéptido con su receptor. Los métodos
estandares para llevar a cabo ensayos de deteccion sistematica se conocen en la técnica.

También se describe en la presente el uso de un polipéptido INSP215 o fragmento del mismo, donde el fragmento
es preferiblemente un fragmento especifico del gen INSP215, para aislar o generar un agonista o estimulador del
polipéptido INSP215 para el tratamiento de un trastorno, en donde dicho agonista o estimulador se selecciona del
grupo que consiste en:
1. un anticuerpo especifico o fragmento del mismo que incluye: un anticuerpo a) quimérico, b) humanizado o
c) completamente humano, asi como también;
2 un anticuerpo biespecifico o multiespecifico,
3. una cadena simple (por ejemplo, scFv) o
4. anticuerpo de dominio simple, o
5 un mimético peptidico o no peptidico derivado de dichos anticuerpos o
6 un mimético de anticuerpo tal como a) una anticalina o b) una molécula de unién en base

a fibronectina (por ejemplo, trinectina o adnectina).

La generacion de miméticos peptidicos o no peptidicos a partir de anticuerpos se conoce en la técnica (Saragovi et
al., 1991 y Saragovi et al., 1992).

Las anticalinas también se conocen en la técnica (Vogt et al., 2004). Las moléculas de unién en base a fibronectina
se describen en US6818418 y W0O2004029224.

Adicionalmente, el compuesto de prueba puede ser de origen, naturaleza y composicion variadas, tales como
cualquier molécula pequefa, acido nucleico, lipido, péptido, polipéptido, incluso un anticuerpo tal como un
anticuerpo quimérico, humanizado o completamente humano o un fragmento de anticuerpo, mimético peptidico o no
peptidico derivado de los mismos asi como también un anticuerpo biespecifico o multiespecifico, un anticuerpo de
cadena simple (por ejemplo, scFv) o un anticuerpo de dominio simple o un mimético de anticuerpo tal como una
anticalina o molécula de unién en base a fibronectina (por ejemplo, trinectina o adnectina), etc., en forma aislada o
en mezcla o combinaciones.

También se describe en la presente un kit de deteccidon sistematica Util en los métodos para identificar agonistas,
antagonistas, ligandos, receptores, sustratos y enzimas que se describieron anteriormente.

La divulgacion incluye los agonistas, antagonistas, ligandos, receptores, sustratos y enzimas y otros compuestos
que modulan la actividad o antigenicidad del polipéptido de la invencidon descubiertos mediante los métodos
descritos anteriormente.

Tal como se menciona anteriormente, se prevé que los diversos restos de la invencion (es decir, los polipéptidos del
primer aspecto de la invencion, una molécula de acido nucleico del segundo o tercer aspecto de la invencion, un
vector del cuarto aspecto de la invencion, una célula huésped del quinto aspecto de la invencion, un ligando del
sexto aspecto de la invencién, un compuesto del séptimo aspecto de la divulgacion) pueden ser Utiles en la terapia o
diagnostico de enfermedades. Para evaluar la utilidad de los restos de la invencién para tratar o diagnosticar una
enfermedad pueden llevarse a cabo uno o mas de los ensayos descritos en la presente. Debe observarse que
aunque algunos de los ensayos se refieren al compuesto de prueba como una proteina/polipéptido, un experto en la
técnica podra adaptar facilmente los siguientes ensayos de modo que otros restos de la invenciéon también puedan
usarse como el "compuesto de prueba".

También se describen en la presente composiciones farmacéuticas que comprenden un polipéptido, acido nucleico,
ligando o compuesto de la divulgacion en combinacién con un portador farmacéutico adecuado. Estas
composiciones pueden ser adecuadas como reactivos terapéuticos o de diagndstico, como vacunas, o como otras
composiciones inmunogénicas, como se describen en detalle a continuacion.
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De acuerdo con la terminologia usada en la presente, una composicidon que contiene un polipéptido, acido nucleico,
ligando o compuesto [X] esta "sustancialmente libre de impurezas [en la presente, Y] cuando al menos 85% en peso
del total X+Y en la composiciéon es X. Preferiblemente, X comprende al menos aproximadamente 90% en peso del
total de X+Y en la composicion, mas preferiblemente al menos aproximadamente 95%, 98% o incluso 99% en peso.

Las composiciones farmacéuticas deben comprender preferiblemente una cantidad terapéuticamente efectiva del
polipéptido, molécula de acido nucleico, ligando o compuesto de la invencion. La expresion "cantidad
terapéuticamente efectiva" tal como se usa en la presente se refiere a una cantidad de un agente terapéutico
necesario para tratar, aliviar o prevenir una enfermedad o afeccién objetivo, o para exhibir un efecto terapéutico o
preventivo detectable. Para cualquier compuesto, la dosis terapéuticamente efectiva puede estimarse inicialmente
en ensayos de cultivo celular, por ejemplo, de células neoplasicas, o en modelos animales, generalmente ratones,
conejos, perros o cerdos. El modelo animal también puede usarse para determinar el rango de concentracion y via
de administracién adecuados. Tal informacién luego puede usarse para determinar dosis y vias para administracion
utiles en humanos.

La cantidad efectiva precisa para un sujeto humano dependera de la severidad del estado de enfermedad, salud
general del sujeto, edad, peso y sexo del sujeto, dieta, tiempo y frecuencia de administraciéon, combinaciones de
farmacos), sensibilidades a la reaccion y tolerancia/respuesta a la terapia. Esta cantidad puede determinase
mediante experimentacion habitual y pertenece al criterio del médico. Generalmente, una dosis efectiva sera de 0,01
mg/kg a 50 mg/kg, preferiblemente 0,05 mg/kg a 10 mg/kg. Las composiciones pueden administrarse
individualmente a un paciente o pueden administrarse en combinacion con otros agentes, farmacos u hormonas.

Una composicion farmacéutica también puede contener un portador farmacéuticamente aceptable, para
administracion de un agente terapéutico. Tales portadores incluyen anticuerpos y otros polipéptidos, genes y otros
agentes terapéuticos tales como liposomas, siempre que el portador no induzca por si mismo la produccion de
anticuerpos dafinos para el individuo que recibe la composicién, y que pueda administrarse sin toxicidad indebida.
Los portadores adecuados pueden ser macromoléculas grandes metabolizadas lentamente tales como proteinas,
polisacaridos, acidos polilacticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos y
particulas de virus inactivo.

Las sales farmacéuticamente aceptables pueden usarse en la misma, por ejemplo, sales de acidos minerales tales
como clorhidratos, bromhidratos, fosfatos, sulfatos y similares; y las sales de acidos organicos tales como acetatos,
propionatos, malonatos, benzoatos y similares. Una amplia descripcion de portadores farmacéuticamente aceptables
esta disponible en Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co., N.J. 1991).

Los portadores farmacéuticamente aceptables en composiciones terapéuticas pueden contener adicionalmente
liquidos tales como agua, solucién salina, glicerol y etanol. Adicionalmente, en tales composiciones pueden estar
presentes sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes, sustancias amortiguadoras de
pH y similares. Tales portadores permiten que las composiciones farmacéuticas se formulen como comprimidos,
pastillas, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, soluciones, suspensiones y similares, para ingesta del
paciente.

Una vez formuladas, las composiciones descritas en la presente, pueden administrarse directamente al sujeto. Los
sujetos a tratar pueden ser animales; en particular, pueden tratarse sujetos humanos.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente pueden administrarse mediante cualquier cantidad de
vias incluso, a modo no taxativo, aplicaciones orales, intravenosas, intramusculares, intraarteriales, intramedulares,
intratecales, intraventriculares, transdérmicas o transcutaneas (por ejemplo, ver WO98/20734), medios subcutaneos,
intraperitoneales, intranasales, entéricos, topicos, sublinguales, intravaginales o rectales. También pueden usarse
cafiones o hipopulverizadores génicos para administrar las composiciones farmacéuticas de la invencion.
Tipicamente, las composiciones terapéuticas pueden prepararse como inyectables, como soluciones liquidas o
suspensiones; también pueden prepararse formas soélidas adecuadas para solucidon o suspensién en vehiculos
liquidos antes de la inyeccion.

La administracién directa de las composiciones generalmente se alcanzard mediante inyeccion, subcutdneamente,
intraperitonealmente, intravenosamente o intramuscularmente, o se administrara al espacio intersticial de un tejido.
Las composiciones también pueden administrarse a una lesion. El tratamiento de dosificacion puede ser un
esquema de dosis simple o un esquema de dosis multiples.

Si la actividad de un polipéptido de la invencién es excesiva en un estado de enfermedad particular, existen diversos
abordajes disponibles. Un abordaje comprende administrar a un sujeto un compuesto inhibidor (antagonista) como
se describié anteriormente, junto con un portador farmacéuticamente aceptable en una cantidad efectiva para inhibir
la funcion del polipéptido, tal como bloquear la unién de los ligandos, sustratos, enzimas, receptores, o inhibir una
segunda sefial, y aliviar de este modo la afeccién anormal. Preferiblemente, tales antagonistas son anticuerpos. Mas
preferiblemente, tales anticuerpos son quiméricos y/o humanizados para minimizar su inmunogenicidad, como se
describid anteriormente.
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En otro abordaje, pueden administrarse formas solubles de los polipéptidos que retienen la afinidad de unién para el
ligando, sustrato, enzima, receptor, en cuestidon. Tipicamente, el polipéptido puede administrarse en forma de
fragmentos que retienen las porciones relevantes.

En un abordaje alternativo, la expresion del gen que codifica el polipéptido puede inhibirse usando técnicas de
bloqueo de expresion, tales como el uso de moléculas de acido nucleico antisentido (como se describieron
anteriormente), generadas internamente o administradas separadamente. Las modificaciones de la expresion génica
pueden obtenerse disefiando secuencias complementarias o moléculas antisentido (ADN, ARN o APN) a las
regiones de control, 5' o reguladoras (secuencia sefial, promotores, potenciadores e intrones) del gen que codifica el
polipéptido. De forma similar, la inhibicion puede lograrse usando metodologia de apareamiento de bases "triple
hélice". El apareamiento de triple hélice es util porque provoca la inhibicién de la capacidad de la doble hélice para
abrirse suficientemente para la uniéon de polimerasas, factores de transcripcion o moléculas reguladoras. Los
avances terapéuticos recientes usando ADN triple se han descrito en la bibliografia (Gee, J.E. et al. (1994) En:
Huber, B.E. and B.l. Carr, Molecular and Immunologic Approaches, Futura Publishing Co., Mt. Kisco, NY). La
secuencia complementaria o la molécula antisentido también puede disefiarse para bloquear la traduccién de ARNm
evitando la transcripcidon de unién a ribosomas. Tales oligonucleétidos pueden administrarse o pueden generarse in
situ a partir de expresion in vivo.

Adicionalmente, la expresion del polipéptido de la invencidon puede evitarse usando ribozimas especificas para su
secuencia codificante de ARNm. Las ribozimas son ARNs activos cataliticamente que pueden ser naturales o
sintéticas (ver, por ejemplo, Usman, N, ef al., Curr. Opin. Struct. Biol (1996) 6(4), 527-33). Las ribozimas sintéticas
pueden disefiarse para escindir especificamente ARNms en posiciones seleccionadas evitando de este modo la
traduccion de los ARNms en un polipéptido funcional. Las ribozimas pueden sintetizarse con una estructura principal
de ribosa-fosfato natural y bases naturales, como se encuentran normalmente en moléculas de ARN. De forma
alternativa, las ribozimas pueden sintetizarse con estructuras principales no naturales, por ejemplo, 2'-O-metil ARN,
para proporcionar proteccion de la degradacion de ribonucleasa y pueden contener bases modificadas.

Las moléculas de ARN pueden modificarse para aumentar la estabilidad y semivida intracelular. Las posibles
modificaciones incluyen, a modo no taxativo, la adicion de secuencias flanqueadoras en los extremos 5' y/o 3' de la
molécula o el uso de fosforotioato o 2' O-metil en lugar de enlaces de fosfodiesterasa dentro de la estructura
principal de la molécula. Este concepto es inherente en la produccion de APNs y puede extenderse a todas estas
moléculas mediante la inclusién de bases no tradicionales tales como inosina, queosina y butosina, asi como
también formas modificadas con acetil, metil, tio y similares de adenina, citidina, guanina, timina y uridina que no son
tan facilmente reconocidas por las endonucleasas enddgenas.

Para tratar afecciones anormales relacionadas con una expresion baja del polipéptido de la invencién y su actividad,
también existen diversos abordajes. Un abordaje comprende administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente
efectiva de un compuesto que activa el polipéptido, es decir, un agonista como se describié anteriormente, para
aliviar la afeccion anormal. De forma alternativa, puede administrarse una cantidad terapéutica del polipéptido en
combinacién con un portador farmacéutico adecuado para restaurar el equilibrio fisiolégico relevante del polipéptido.

La terapia génica puede emplearse para lograr la produccion enddgena del polipéptido mediante las células
relevantes en el sujeto. La terapia génica se usa para tratar permanentemente la produccion inapropiada del
polipéptido mediante el reemplazo de un gen defectuoso por un gen terapéutico corregido.

La terapia génica descrita en la presente puede ocurrir in vivo 0 ex vivo. La terapia génica ex vivo requiere el
aislamiento y purificacion de las células del paciente, la introduccién de un gen terapéutico y la introduccién de las
células alteradas genéticamente nuevamente al paciente. En cambio, la terapia génica in vivo no requiere el
aislamiento y purificacién de células de un paciente.

El gen terapéutico tipicamente se "envasa" para administracion a un paciente. Los vehiculos de administracion
génica pueden ser no virales, tales como liposomas, o virus de replicacién deficiente, tales como adenovirus como
describe Berkner, K.L., in Curr. Top. Microbiol. Immunol., 158, 39-66 (1992) o vectores de virus asociado a adeno
(AAV) como describe Muzyczka, N., in Curr. Top. Microbiol. Immunol., 158, 97-129 (1992) y la Patente de los
Estados Unidos No. 5.252.479. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de la
invencién puede manipularse para expresién en un vector retroviral de replicacion defectuosa. Este constructo de
expresion puede aislarse luego e introducirse dentro de una célula de envasado transducida con un vector plasmido
retroviral que contiene ARN que codifica el polipéptido, de modo que la célula de envasado produzcan particulas
virales infecciosas que contienen el gen de interés. Estas células productoras pueden administrarse a un sujeto para
manipular células in vivo y para expresion del polipéptido in vivo (ver Capitulo 20, Gene Therapy and other Molecular
Genetic-based Therapeutic Approaches, (y referencias citadas en las mismas) en Human Molecular Genetics (1996),
T Strachan and A P Read, BIOS Scientific Publishers Ltd).

Otro abordaje es la administracién de "ADN desnudo" en el que el gen terapéutico se inyecta directamente al flujo
sanguineo o tejido muscular.
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En situaciones en las que los polipéptidos o moléculas de acido nucleico de la invencion son agentes que provocan
enfermedades, la invencidn proporciona su uso en vacunas para aumentar los anticuerpos contra el agente que
provoca la enfermedad.

Las vacunas descritas en la presente pueden ser profilacticas (es decir, para evitar una infeccidn) o terapéuticas (es
decir, para tratar la enfermedad después de la infeccion). Tales vacunas comprenden antigeno(s) inmunizante(s),
inmundégeno(s), polipéptido(s), proteina(s) o acido nucleico, generalmente en combinacion con portadores
farmacéuticamente aceptables como se describieron anteriormente, que incluyen cualquier portador que no induce
por si mismo la produccion de anticuerpos dafiinos para el individuo que recibe la composicion. Adicionalmente,
estos portadores pueden funcionar como agentes inmunoestimulantes ("adyuvantes"). Adicionalmente, el antigeno o
inmundgeno puede conjugarse con un toxoide bacteriano, tal como un toxoide de difteria, tétano, célera, H. pilori y
otros patdgenos.

Ya que los polipéptidos pueden desintegrarse en el estdmago, las vacunas que comprenden polipéptidos
preferiblemente se administran parenteralmente (por ejemplo, por inyeccién subcutanea, intramuscular, intravenosa
o intradérmica). Las formulaciones adecuadas para administracion parenteral incluyen soluciones para inyeccion
estériles acuosas y no acuosas que pueden contener antioxidantes, soluciones amortiguadoras, bacteriostatos y
solutos que hacen que la formulacién sea isoténica con la sangre del recipiente, y suspensiones estériles acuosas y
no acuosas que pueden incluir agentes de suspension o agentes espesantes.

Las formulaciones de vacunas descritas en la presente pueden presentarse en recipientes de dosis unitaria o dosis
multiple. Por ejemplo, ampollas y viales sellados, y pueden almacenarse en condiciones de secado por
congelamiento requiriendo solo la adicion del portador liquido estéril inmediatamente antes del uso. La dosificacion
dependera de la actividad especifica de la vacuna y puede determinarse facilmente mediante experimentacion
habitual.

La administraciéon genética de anticuerpos que se unen a polipéptidos de acuerdo con la invencién también puede
llevarse a cabo, por ejemplo, como se describe en la Solicitud de patente internacional W098/55607.

La tecnologia denominada inyeccion a presion (ver, por ejemplo, www.powderject.com) también puede ser util en la
formulacion de composiciones para vacuna.

Se describe una cantidad de métodos adecuados para vacunacién y sistemas de administracion de vacunas en la
Solicitud de patente internacional WO00/29428.

Esta invencién también se refiere al uso de moléculas de acido nucleico de acuerdo con la presente invencion como
reactivos de diagndstico. La deteccién sistematica de una forma mutada del gen caracterizado por las moléculas de
acido nucleico de la invencion que se asocia con una disfuncién proporcionara una herramienta de diagndstico que
puede aportar o definir un diagnéstico de una enfermedad, o la susceptibilidad a una enfermedad, que resulta de la
baja expresiéon, sobreexpresion o expresion espacial o temporal alterada del gen. Los individuos que portan
mutaciones en el gen pueden detectarse a nivel del ADN mediante una variedad de técnicas.

La sobre-expresion de ciertos polipéptidos de la presente invencion, en particular de formas unidas a membrana,
puede correlacionarse con evolucién o prondstico de enfermedad. Como tal, los polipéptidos de la presente
invencion, preferiblemente las formas unidas a membranas, son utiles como marcadores para evolucion y/o
prondstico de enfermedad.

Se cree que ciertos tejidos en mamiferos con cancer o enfermedad inflamatoria contienen una cantidad
considerablemente mayor de copia génica de proteina INSP215 y expresan niveles considerablemente mejorados
de la proteina INSP215 y ARNm que codifica la proteina INSP215 cuando se compara con un mamifero “estandar”
correspondiente, es decir, un mamifero de la misma especie que no tiene cancer ni enfermedad inflamatoria. Los
niveles mejorados de la proteina INSP215 se detectaran en ciertos fluidos corporales (por ejemplo, suero, plasma,
orina, liquido cefalorraquideo y sinovial) de mamiferos con cancer o enfermedad inflamatoria cuando se compara
con suero de mamiferos de la misma especie que no tienen cancer ni enfermedad inflamatoria. Por consiguiente, la
invencion proporciona un método util durante el diagnéstico de un tumor o enfermedad inflamatoria, que implica
someter a ensayo el nivel de expresion del gen que codifica la proteina INSP215 o la cantidad de copia génica en
células o fluido corporal de mamiferos y comparar el nivel de expresién génica o la cantidad de copia génica con un
nivel de expresion génica de proteina INSP215 o cantidad de copia génica estandar, en donde un aumento en el
nivel de expresion génica o cantidad de copia génica con respecto al estandar es un indicador de ciertos tumores o
enfermedad inflamatoria.

Cuando ya se ha hecho un diagnéstico de un tumor o enfermedad inflamatoria de acuerdo con métodos
convencionales, la presente invencioén es util como un indicador de prondstico.

Por "someter a ensayo el nivel de expresiéon del gen que codifica la proteina INSP215" se pretende significar una
medicién o estimacioén cualitativa o cuantitativa del nivel de la proteina INSP215 o el nivel del ARNm que codifica la
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INSP215 en una primera muestra bioldgica directamente (por ejemplo, determinando o estimando el nivel de
proteina o el nivel de ARNm absoluto) o relativamente (por ejemplo, comparando el nivel de proteina INSP215 o el
nivel de ARNm en una segunda muestra bioldgica). Por "someter a ensayo la cantidad de copias del gen que
codifica la proteina INSP215" se pretende significar una medicion o estimacion cualitativa o cuantitativa de la
cantidad de copia génica en una primera muestra bioldgica directamente (por ejemplo, determinando o estimando la
cantidad de copia génica absoluta) o relativamente (por ejemplo, comparando la cantidad de copia génica de
proteina INSP215 en una segunda muestra bioldgica).

Preferiblemente, el nivel de proteina INSP215, el nivel de ARNm o la cantidad de copia génica en la primera muestra
biolégica se mide o estima y compara con un nivel de proteina INSP215, nivel de ARNm o cantidad de copia génica
estandar, tomando el estandar de una segunda muestra biolégica obtenida de un individuo que no tiene cancer ni
enfermedad inflamatoria. De forma alternativa, cuando el método se usa como un indicador de prondstico, la primera
y segunda muestra bioldgica pueden tomarse de individuos que tienen el cancer o enfermedad inflamatoria y los
niveles de expresion o cantidad de copia relativos se mediran para determinar el pronéstico. Como se apreciara en
la técnica, una vez que se conoce el nivel de proteina INSP215, el nivel de ARNm o cantidad de copia génica
estandar, puede usarse repetidamente como un estandar para comparacion.

Por "muestra bioldgica" se pretende significar cualquier muestra bioldgica obtenida de un individuo, linea celular,
cultivo tisular u otra fuente que contiene proteina INSP215 o ARNm. Los métodos para obtener biopsias de tejido y
fluidos corporales de mamiferos se conocen en la técnica. Cuando la muestra biolédgica debe incluir ARNm, se
prefiere como fuente una biopsia de tejido.

La presente invencion es util para detectar cancer y enfermedad inflamatoria en mamiferos. En particular la
invencién es util durante el diagndstico o prondstico en mamiferos de los tipos de canceres y enfermedades
inflamatorias mencionados en la presente invencion. Los mamiferos preferidos incluyen monos, simios, gatos,
perros, vacas, cerdos, caballos, conejos y humanos. Se prefieren particularmente los humanos.

Las moléculas de acido nucleico para diagnéstico pueden obtenerse de células de un sujeto, tales como de sangre,
orina, saliva, biopsia de tejido o material de autopsia. El ADN gendmico puede usarse directamente para deteccién o
puede amplificarse enzimaticamente usando PCR, reaccion en cadena de ligasa (LCR), amplificacion por
desplazamiento de hebra (SDA) u otras técnicas de amplificacion (ver Saiki et al., Nature, 324, 163-166 (1986); Bej,
et al., Crit. Rev. Biochem. Molec. Biol., 26, 301-334 (1991); Birkenmeyer et al., J. Virol. Meth., 35, 117-126 (1991);
Van Brunt, J., Bio/Technology, 8, 291-294 (1990)) antes del analisis.

También se describe en la presente un método para diagnosticar una enfermedad en un paciente, que comprende
evaluar el nivel de expresién de un gen natural que codifica un polipéptido de acuerdo con la invencién y comparar
dicho nivel de expresioén con un nivel testigo, en donde un nivel que es diferente a dicho nivel testigo es indicador de
enfermedad. El método puede comprender los pasos de:

a) poner en contacto una muestra del tejido del paciente con una sonda de acido nucleico en condiciones rigurosas
que permiten la formacién de un complejo hibrido entre una molécula de acido nucleico de la invencién y la sonda;

b) poner en contacto una muestra testigo con dicha sonda en las mismas condiciones usadas en el paso a);

c) y detectar la presencia de complejos hibridos en dichas muestras;

en donde la deteccidn de niveles del complejo hibrido en la muestra del paciente que difieren de niveles de complejo
hibrido en la muestra testigo es un indicador de enfermedad.

También se describe en la presente un método de diagndstico que comprende los pasos de:

a) obtener una muestra de tejido de una paciente que se esta evaluando para detectar una enfermedad;

b) aislar una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencion de dicha muestra de tejido; y

c) diagnosticar al paciente para la enfermedad detectando la presencia de una mutaciéon en la molécula de acido
nucleico que se asocia con la enfermedad.

Para ayudar en la deteccion de moléculas de acido nucleico en los métodos mencionados anteriormente, puede
incluirse un paso de amplificacion, por ejemplo usando PCR.

Las supresiones e inserciones pueden detectarse mediante un cambio en el tamafio del producto amplificado en
comparacién con el genotipo normal. Las mutaciones puntuales pueden identificarse mediante hibridacion de ADN
amplificado en ARN etiquetado de la invencidon o de forma alternativa, secuencias de ADN antisentido etiquetadas
de la invencion. Las secuencias apareadas perfectamente pueden distinguirse de los duplexes incorrectamente
apareados mediante digestion de RNasa o mediante evaluacion de diferencias en las temperaturas de fusion. La
presencia o ausencia de la mutacién en el paciente puede detectarse poniendo en contacto ADN con una sonda de
acido nucleico que se hibridiza en el ADN en condiciones rigurosas para formar una molécula de doble hebra
hibrida, teniendo la molécula de doble hebra hibrida una porciéon no hibridada de la hebra de sonda de acido
nucleico en cualquier porcidon correspondiente a una mutacion asociada con la enfermedad; y detectando la
presencia o ausencia de una porcion no hibridada de la hebra de sonda como un indicador de la presencia o
ausencia de una mutacion asociada con la enfermedad en la porcion correspondiente de la hebra de ADN.
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Tales diagnésticos son particularmente Utiles para pruebas prenatales e incluso neonatales.

Las mutaciones puntuales y otras diferencias secuenciales entre el gen de referencia y los genes "mutantes" pueden
identificarse mediante otras técnicas conocidas, tales como secuenciacion de ADN directo o polimorfismo
conformacional de hebra unica, (ver Orita ef al, Genomics, 5, 874-879 (1989)). Por ejemplo, un cebador de
secuenciacion puede usarse con un producto de PCR de doble hebra o una molécula usada como plantilla de hebra
Unica generada mediante PCR modificada. La determinacién de secuencia se lleva a cabo mediante procedimientos
convencionales con nucledtidos radioetiquetados o mediante procedimientos de secuenciacion automaticos con
etiquetas fluorescentes. Los segmentos de ADN clonados también pueden usarse como sondas para detectar
segmentos de ADN especificos. La sensibilidad de este método se potencia considerablemente cuando se combina
con PCR. Adicionalmente, las mutaciones puntuales y otras variaciones secuenciales, tales como polimorfismos,
pueden detectarse como se describié anteriormente, por ejemplo, a través del uso de oligonucledtidos especificos
de alelo para amplificacién por PCR de secuencias que difieren por nucleétidos simples.

Las diferencias secuenciales de ADN también pueden detectarse mediante alteraciones en la movilidad
electroforética de fragmentos de ADN en geles, con o sin agentes desnaturalizantes o mediante secuenciacion de
ADN directa (por ejemplo, Myers et al., Science (1985) 230:1242). Los cambios en secuencias en ubicaciones
especificas también pueden revelarse mediante ensayos de proteccion de nucleasa, tales como proteccion de
RNasa y S1 o el método de escision quimica (ver Cotton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. (1985) 85: 4397-4401).
Adicionalmente a la electroféresis en gel convencional y secuenciacion de ADN, las mutaciones tales como
microsupresiones, aneuploidias, translocaciones, inversiones, también pueden detectarse mediante analisis in situ
(ver, por ejemplo, Keller et al., DNA Probes, 2da. Ed., Stockton Press, Nueva York, N.Y., EE.UU. (1993)), es decir,
pueden analizarse secuencias de ADN o ARN en células por mutaciones sin necesidad de aislarlas y/o
inmovilizarlas en una membrana. Actualmente la hibridacion in situ fluorescente (FISH) es el método mas
comunmente aplicado y han aparecido numerosas descripciones de FISH (ver, por ejemplo, Trachuck et al.,
Science, 250, 559-562 (1990), y Trask etal, Trends, Genet, 7, 149-154 (1991)).

También se describe en la presente un conjunto de sondas de oligonucleétidos que comprenden una molécula de
acido nucleico de acuerdo con la invencion que pueden construirse para llevar a cabo la deteccién sistematica
eficiente de variantes, mutaciones y polimorfismos genéticos. Se conoce un conjunto de métodos de tecnologia y
estos tienen aplicabilidad general y pueden usarse para abordar una variedad de interrogantes en genética
molecular incluso expresion génica, enlace genético y variabilidad genética (ver, por ejemplo: M.Chee et al., Science
(1996), Vol 274, pp 610-613).

También se describe en la presente, como se prepara y usa el conjunto de acuerdo con los métodos descritos en la
solicitud PCT W095/11995 (Chee et al); Lockhart, D. J. et al (1996) Nat. Biotech. 14: 1675-1680); y Schena, M. et al
(1996) Proc. Natl. Acad. Sci. 93: 10614-10619). Los pares de oligonucleétidos pueden variar de dos a mas de un
millén. Los oligdmeros se sintetizan en areas designadas sobre un sustrato usando un proceso quimico dirigido por
luz. El sustrato puede ser papel, nylon u otro tipo de membrana, filtro, chip, portaobjetos o cualquier otro soporte
solido adecuado. Un oligonucledtido puede sintetizarse en la superficie del sustrato usando un procedimiento de
acoplamiento quimico y un aparato de aplicacion de inyeccion de tinta, como se describe en la aplicacion PCT
W095/25116 (Baldeschweiler et al.). Un conjunto "cuadriculado" analogo a una transferencia en mancha (o en
ranura) puede usarse para organizar y enlazar fragmentos de ADNc u oligonucleétidos a la superficie de un sustrato
usando un sistema al vacio, térmico, UV, mecanico o procedimientos de unién quimica. Puede producirse un
conjunto, tal como los descritos anteriormente, a mano o usando dispositivos (aparatos de transferencia en mancha
o en ranura), materiales (cualquier soporte solido adecuado) y maquinas (incluso instrumentos robdticos)
disponibles, y puede contener 8, 24, 96, 384, 1536 o 6144 oligonucledtidos, o cualquier otra cantidad entre dos y
mas de un millén que permite el uso eficiente de instrumentos disponibles en el mercado.

Adicionalmente a los métodos descritos anteriormente, las enfermedades pueden diagnosticarse mediante métodos
que comprenden determinar, a partir de una muestra derivada de un sujeto, un nivel aumentado o disminuido
anormalmente de polipéptido o ARNm. La expresion aumentada o disminuida puede medirse en el nivel de ARN
usando cualquiera de los métodos conocidos en la técnica para la cuantificacién de polinucleétidos, tales como, por
ejemplo, amplificacion de acido nucleico, por ejemplo PCR, RT-PCR, proteccion de RNasa, transferencia Northern y
otros métodos de hibridacion.

Las técnicas de ensayo que pueden usarse para determinar los niveles de un polipéptido de la presente invencion
en una muestra derivada de un huésped son conocidas para los expertos en la técnica y se discuten en mas detalle
a continuacion (incluidos radioinmunoensayos, ensayos de uniéon competitiva, analisis de transferencia Western y
ensayos ELISA). Este aspecto de la invencion proporciona un método de diagnéstico que comprende los pasos de:
(a) poner en contacto un ligando, como se describid anteriormente, con una muestra biolégica en condiciones
adecuadas para la formacién de un complejo ligando-polipéptido; y (b) detectar dicho complejo.

Los protocolos tales como ELISA, RIA y FACS para medir niveles de polipéptido pueden proporcionar
adicionalmente una base para diagnosticar niveles alterados o anormales de expresién de polipéptido. Los valores
normales o estandares para expresion de polipéptido se establecen combinando fluidos corporales o extractos
celulares tomados de sujetos mamiferos normales, preferiblemente humanos, con anticuerpo para el polipéptido en
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condiciones adecuadas para formacion de complejos. La cantidad de formacion de complejos estandar puede
cuantificarse mediante diversos métodos, tales como medios fotométricos.

Los anticuerpos que se unen especificamente a un polipéptido de la invencion pueden usarse para diagndstico de
afecciones o enfermedades caracterizadas por expresion del polipéptido, o en ensayos para monitorear pacientes
que se tratan con los polipéptidos, moléculas de &cido nucleico, ligandos y otros compuestos de la invencién. Los
anticuerpos utiles para propositos de diagnéstico pueden prepararse en el mismo modo como el descrito
anteriormente para propositos terapéuticos. Los ensayos de diagnéstico para el polipéptido incluyen métodos que
utilizan el anticuerpo y una etiqueta para detectar el polipéptido en fluidos corporales o extractos de células o tejidos
humanos. Los anticuerpos pueden usarse con o sin modificacion, y pueden etiquetarse uniéndolos, covalentemente
0 no covalentemente, con una molécula reportera. Una amplia variedad de moléculas reporteras conocidas en la
técnica pueden usarse, varias de las cuales se describieron anteriormente.

Las cantidades de polipéptido expresado en las muestras del sujeto, testigo y de enfermedad de tejidos biopsiados
se comparan con valores estandares. La desviacion entre los valores estandares y del sujeto establece los
parametros para el diagnoéstico de la enfermedad. Los ensayos de diagnostico pueden usarse para distinguir entre la
ausencia, presencia y exceso de expresion del polipéptido y para monitorear la regulacion de los niveles del
polipéptido durante la intervencién terapéutica. Tales ensayos también pueden usarse para evaluar la eficacia de un
régimen de tratamiento terapéutico particular en estudios de animales, en pruebas clinicas o en el monitoreo del
tratamiento de un paciente individual.

Un kit de diagndstico descrito en la presente puede comprender:
(a) una molécula de acido nucleico de la presente invencion;
(b) un polipéptido de la presente invencién; o

(c) unligando de la presente invencion.

También se describe en la presente un kit de diagnostico que puede comprender un primer recipiente que contiene
una sonda de acido nucleico que se hibridiza en condiciones rigurosas con una molécula de acido nucleico de
acuerdo con la invencién; un segundo recipiente que contiene cebadores Utiles para amplificar la molécula de acido
nucleico; e instrucciones para usar la sonda y los cebadores para facilitar el diagndstico de la enfermedad. El kit
puede comprender adicionalmente un tercer recipiente que contiene un agente para digerir ARN no hibridado.

También se describe en la presente, un kit de diagndstico que puede comprender un conjunto de moléculas de acido
nucleico, al menos una de las mismas puede ser una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencion.

Para detectar un polipéptido de acuerdo con la invencién, un kit de diagndstico puede comprender uno o mas
anticuerpos que se unen a un polipéptido de acuerdo con la invencion; y un reactivo Gtil para la detecciéon de una
reaccion de union entre el anticuerpo y el polipéptido.

Tales kits se usaran en el diagnéstico de una enfermedad o susceptibilidad a una enfermedad en la que estan
implicados polipéptidos que contienen el dominio ZP, o una enfermedad en la que estan implicadas proteinas que
contienen el subdominio ZP/TGR3, tal como se describié anteriormente.

Diversos aspectos y realizaciones de la presente invencion se describiran en mas detalle a modo de ejemplo, con
referencia particular a los polipéptidos INSP215.

Se apreciara que pueden hacerse modificaciones a los detalles sin apartarse del alcance de la invencion.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Secuencia de proteina INSP215 con la secuencia sefial prevista subrayada (residuos 1-16), el subdominio
ZP/TGR3 recuadrado (residuos 39-183), la regidon de transmembrana doble subrayada (residuos 245-268), y el sitio

de N-glicosilacion resaltado (residuo 139).

Figura 2: Alineacion de la secuencia de proteina INSP215 con el ADN gendmico humano que codifica esta proteina
(como se determina en base al ensamblaje hg16 de julio de 2003).

Figura 3: Alineacion del subdominio ZP/TGR3 del INSP215 y del receptor tipo Il de TGF-beta (hnTGFR3; NCBI Acc.
No. Q03167). Los residuos idénticos se indican con un asterisco (*). Las cisteinas también estan resaltadas. Los
residuos hidréfobos conservados se indican con 'h'. Los residuos polares conservados se indican con 'p'. El sitio de
N-glicosilacion conservado esta recuadrado. La cantidad de los primeros y de los Ultimos residuos indicados en la
alineacion se escribe al lado del nombre de la proteina para cada linea (la numeracion refleja la correspondiente a
una proteina completa).

Figura 4: Secuencia de nucledtidos de prediccion de INSP215 con traduccion.

Figura 5: Secuencia de nucledétidos con traduccion del producto ensamblado INSP215 por PCR.
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TABLA 1
Aminoacido Grupos sindénimos Grupos sinénimos mas preferidos
Ser Gly, Ala, Ser, Thr, Pro Thr, Ser
Arg Asn, Lys, GIn, Arg, His Arg, Lys, His
Leu Phe, lle, Val, Leu, Met lle, Val, Leu, Met
Pro Gly, Ala, Ser, Thr, Pro Pro
Thr Gly, Ala, Ser, Thr, Pro Thr, Ser
Ala Gly, Thr, Pro, Ala, Ser Gly, Ala
Val Met, Phe, lle, Leu, Val Met, lle, Val, Leu
Gly Ala, Thr, Pro, Ser, Gly Gly, Ala
lle Phe, lle, Val, Leu, Met lle, Val, Leu, Met
Phe Trp, Phe, Tyr Tyr, Phe
Tyr Trp, Phe, Tyr Phe, Tyr
Cys Ser, Thr, Cys Cys
His Asn, Lys, GIn, Arg, His Arg, Lys, His
Gln Glu, Asn, Asp, Gin Asn, Gin
Asn Glu, Asn, Asp, Gin Asn, GIn
Lys Asn, Lys, GIn, Arg, His Arg, Lys, His
Asp Glu, Asn, Asp, Gin Asp, Glu
Glu Glu, Asn, Asp, Gin Asp, Glu
Met Phe, lle, Val, Leu, Met lle, Val, Leu, Met
Trp Trp, Phe, Tyr Trp
TABLA 2
Aminoacido Grupos sindénimos
Ser D-Ser, Thr, D-Thr, allo-Thr, Met, D-Met, Met(O), D-Met(O), L-Cys, D-Cys
Arg D-Arg, Lys, D-Lys, homo-Arg, D-homo-Arg, Met, lle, D-.Met, D-lle, Orn, D-Orn
Leu D-Leu, Val, D-Val, AdaA, AdaG, Leu, D-Leu, Met, D-Met
Pro D-Pro, acido L-I-tioazolidina-4-carboxilico, acido D- o L-l-oxazolidina-4-carboxilico
Thr D-Thr, Ser, D-Ser, allo-Thr, Met, D-Met, Met(O), D-Met(O), Val, D-Val
Ala D-Ala, Gly, Aib, B-Ala, Acp, L-Cys, D-Cys
Val D-Val, Leu, D-Leu, lle, D-lle, Met, D-Met, AdaA, AdaG
Gly Ala, D-Ala, Pro, D-Pro, Aib, .beta.-Ala, Acp
lle D-lle, Val, D-Val, AdaA, AdaG, Leu, D-Leu, Met, D-Met
Phe D-Phe, Tyr, D-Thr, L-Dopa, His, D-His, Trp, D-Trp, Trans-3,4, or 5-fenilprolina,
AdaA, AdaG, cis-3,4 o 5-fenilprolina, Bpa, D-Bpa
Tyr D-Tyr, Phe, D-Phe, L-Dopa, His, D-His
Cys D-Cys, S—Me--Cys, Met, D-Met, Thr, D-Thr
Gin D-GIn, Asn, D-Asn, Glu, D-Glu, Asp, D-Asp
Asn D-Asn, Asp, D-Asp, Glu, D-Glu, Gin, D-GIn
Lys D-Lys, Arg, D-Arg, homo-Arg, D-homo-Arg, Met, D-Met, lle, D-lle, Orn, D-Orn
Asp D-Asp, D-Asn, Asn, Glu, D-Glu, GIn, D-GIn
Glu D-Glu, D-Asp, Asp, Asn, D-Asn, GIn, D-GIn
Met D-Met, S--Me--Cys, lle, D-lle, Leu, D-Leu, Val, D-Val
Ejemplos

Ejemplo 1: Identificacion de INSP215

Un marco de lectura abierto de 879 nucleétidos (SEQ ID NO:1) codifica el polipéptido INSP215 de longitud completa
(SEQ ID NO:2), una proteina de 292 aminoacidos (ver Figura 1). El polipéptido INSP215 de longitud completa
contiene un péptido sefial previsto (residuos 1-16) que conduce a una secuencia madura de 276 aminoacidos (SEQ
ID NO:4), codificada por una secuencia de ADN de 831 nucledtidos (SEQ ID NO:3). El polipéptido INSP215 de
longitud completa contiene una region transmembrana prevista (residuos 245-268) que separa una region
intracelular (residuos 269-292) y una region extracelular (residuos 1-244; SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:6). Son
caracteristicas adicionales de la region extracelular la secuencia madura (SEQ ID NO:7 y SEQ ED NO:8) que
contiene el subdominio ZP/TGR3 previsto (SEQ ID NO:9 y SEQ ID NO:10) y un sitio de N-glicosilacion (localizado en
el residuo 139).
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El subdominio ZP/TGR3 se encuentra en la secuencia de aminoacidos codificada por los primeros cuatro de los seis
exones que codifican el polipéptido INSP215 de longitud completa (SEQ ID NOs 11-14; Figura 2).

Si INSP215 se usa como una consulta BLAST en bases de datos publicas de secuencias no redundantes, un
segmento de region extracelular de INSP215 es altamente homdlogo a la mitad C terminal del dominio ZP/TGR3
(Bork P and Sander C, FEBS Lett. 1992, 300: 237-40; Jovine L et al., Nat Cell Biol. 2002, 4: 457-61, Yonezawa N
and Nakano M, Biochem Biophys Res Commun. 2003, 307: 877-82; Jovine L et al., Proc Natl Acad Sci EE.UU. 2004,
101: 5922-7). Esta similitud entre INSP215 y el Receptor Ill de TGF-beta no esta limitada a las seis cisteinas
separadas regularmente (residuos 85, 106, 147, 152, 176 y 183 en INSP215; figuras 1 y 3), sino que también implica
varios otros residuos polares o hidréfobos, asi como también un sitio de N-glicosilacion (ubicados en la posicion 139
y 695 de estas secuencias, respectivamente; ver Figuras 1y 3).

Los datos preliminares sobre la expresion de INSP215 muestran que esta proteina tiene un perfil de regulacion hacia
arriba/abajo especifico, en particular con referencia a células tumorales aisladas a partir de tejidos de colon,
prostata, cerebro y neuronales.

La bibliografia muestra que el dominio ZP/TGR3 puede distinguirse estructuralmente y funcionalmente en dos
mitades y que un sitio de union a TGF-beta esta localizado en la region C terminal del dominio ZP/TGR3 (WO
95/10610; Kaname S and Ruoslahti E, Biochem J. 1996, 315: 815-20). Por consiguiente, se espera que los
polipéptidos INSP215 y fragmentos funcionales y/o proteinas de fusidon en base a los polipéptidos INSP215, en
particular polipéptidos que comprenden la secuencia de aminoacidos descritas en SEQ ID NO:10, se unan a una o
mas proteinas que pertenecen a la superfamilia de proteinas TGF-beta. Cuando estas secuencias relacionadas a
INSP215 son proteinas secretadas o solubles, pueden actuar como antagonistas de proteinas que pertenecen a la
superfamilia de proteinas TGF-beta.

En base a la anotacién de los polipéptidos INSP215 en la presente, ahora es posible disefiar experimentos para
detectar la presencia de los transcritos de INSP215 en un rango de tipos de tejidos humanos para determinar su
expresion tisular, en particular en tejidos normales y enfermos para establecer mas especificamente la relevancia de
INSP215 en contextos patolégicos.

La clonacion de las secuencias de ADN relacionadas con INSP215 (como secuencias ADNc o gendémicas exdnicas y
ejemplificadas en SEQ ID NO:1, 3, 5, 7, 9, 11 y 13) de tejidos de origen humano o mamifero permitird la expresion
de las correspondientes secuencias proteicas codificadas en sistemas de expresion procariotas o eucariotas y su
posterior purificacion y caracterizacion como proteinas recombinantes.

Pueden producirse secuencias de INSP215 recombinantes alternativas clonando en el vector de expresion
apropiado el ADN que codifica la secuencia completa (SEQ ID NO:2), o sus fragmentos seleccionados, en forma de
contenido de péptido sefial (SEQ ID NO:6 y 12) o secuencias maduras (SEQ ID NO:4, 8, 10 y 14) manteniendo las
propiedades de union esperadas de la proteina completa hacia proteinas que pertenecen a la superfamilia TGF-
beta. Por ejemplo, las transcripciones que incluyen exones 1-4 (cubriendo el subdominio ZP/TGR3 entero y la
secuencia sefial) pueden identificarse y/o clonarse mediante hibridacion de cebador o mediante PCR.

Siempre que sea apropiado, las secuencias de ADN heterélogas que codifican las secuencias proteicas que ayudan
en la expresion, secrecion y/o deteccidon sistematica de estas secuencias recombinantes pueden agregarse en el
mismo marco del ADN que codifica INSP215, o las secuencias proteicas derivadas identificadas anteriormente. Son
ejemplos de tales secuencias heterélogas péptidos sefial, regiones Fc de inmunoglobulina, dominios de
homo/heterodimerizacion y etiquetas de histidina. Por ejemplo, las proteinas de fusién que contienen el dominio
extracelular del Receptor Il de TGF-beta y un dominio enrollado de heterodimerizacién se dimerizan eficientemente
y se unen a TGF-beta con afinidad alta, proporcionando una molécula con propiedades antagoénicas potenciadas
contra TGF-beta (De Crescenzo G et al., J Biol Chem. 2004: 279: 26013-8).

Se espera que variantes solubles de INSP215 se unan a uno 0 mas miembros de la superfamilia de proteinas TGF-
beta, capturando y reteniendo la interaccion de esta proteina con los receptores de sefializacion, con la consiguiente
inhibicion de la proliferacion y diferenciacién de multiples tipos de células inducidas normalmente por las proteinas
similares a TGF-beta. Por lo tanto, las porciones especificas de INSP215 indicadas en la presente como proteinas
secretadas o solubles, que pueden generarse in vivo o in vitro luego de la digestion proteolitica o empalme
alternativo, pueden tener propiedades in vivo especificas, en particular como antagonistas de una o mas proteinas
que pertenecen a la superfamilia TGF-beta.

Por lo tanto se espera que tales polipéptidos sean utiles para el tratamiento de enfermedades, en particular
canceres, fibrosis, cicatrizacién, hipertension, aterosclerosis, trastornos reproductivos, trastornos hepaticos,
trastornos pulmonares, trastornos inmunes, trastornos del desarrollo, trastornos de la piel o trastornos de tejidos
conjuntivos (Tsuchida K et al., Curr Drug Targets Immune Endocr Metabol Disord. 2004, 4: 157-66; Chang H et al.,
Endocr Rev. 2002, 23: 787-823; de Caestecker M, Cytokine Growth Factor Rev. 2004, 15: 1-11; WO 95/10610; WO
97/05892; Bandyopadhyay A et al., Cancer Res. 2002, 62: 4690-5; Liu M et al., Am J Respir Crit Care Med. 2002,
165: 419-23; Vilchis-Landeros MM et al., Biochem J. 2001, 355: 215-22).
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Los polipéptidos divulgados en la presente pueden ser Utiles para el tratamiento de enfermedades tales como cancer
metastasico, cancer de pulmoén de células no pequefias, cancer de colon, leucemia, cancer testicular, mieloma,
linfoma, cancer colorrectal, cancer de prostata, canceres cerebrales, canceres oculares, retinoblastoma, cancer del
utero, cancer intestinal, cancer del cuello de utero, carcinoma endometrial, cancer de pulmén, cancer de pancreas,
condrosarcoma, linfomas no Hodgkin, tumores estromales de los cordones sexuales del ovario, carcinomas
ovaricos, tumores gonadales, cancer de células renales, leucemia linfocitica crénica B, carcinoma gastrico,
carcinomas pancreaticos, adenocarcinoma pancreatico, cancer de pulmon de células pequefias, gliomas, gliomas de
alto grado, gliomas malignos, gliosarcomas, astrocitomas anaplasicos, glioblastomas, meduloblastoma,
ependimoma, afecciones malignas de células T, transplantes de médula 6sea, fibrosis, fibrosis pulmonar idiopatica,
esclerodermia, cicatrizacion post operatoria seguida de cirugia de glaucoma, enfermedad renal, diabetes, nefropatia
diabética, aterosclerosis, cardiomiopatia restrictiva, angiogénesis, bronquiolitis obliterante, caquexia, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, cicatrizacion de heridas, sindrome de Crouzon o glomerulonefritis.

Preferiblemente, la leucemia es leucemia linfocitica, leucemia linfocitica aguda, leucemia de células B aguda,
leucemia de células T aguda, leucemia mielégena aguda, leucemia mielégena crénica o leucemia linfocitica cronica.

Preferiblemente, el cancer testicular es seminoma, coriocarcinoma, carcinoma embrionario, teratoma o tumor de
saco vitelino.

Preferiblemente, el cancer de pulmén se selecciona de tumores primarios benignos o malignos o de metastasis de
canceres primarios de muchos otros érganos y tejidos. Preferiblemente el cancer de pulmén se selecciona de
tumores de pulmén primarios incluidos carcinoma broncogénico, carcinoide bronquial, hamartoma condromatoso
(benigno), linfoma solitario, sarcoma (maligno) o linfomas multifocales. Preferiblemente, el carcinoma broncogénico
se selecciona de carcinoma de células escamosas, carcinoma indiferenciado de células pequefias, carcinoma
indiferenciado de células grandes, adenocarcinoma o carcinoma bronquioloalveolar. Preferiblemente, el carcinoma
broncogénico es carcinoma de células escamosas o carcinoma de células pulmonares no pequefas.
Preferiblemente el cancer de pulmén se selecciona de metastasis de canceres primarios de piel, mama, colon,
prostata, rifion, tiroides, estdbmago, cuello uterino, recto, testiculo y 6seo y de melanoma.

Preferiblemente, el linfoma es enfermedad de Hodgkin, linfoma linfocitico pequefio (SLL/CLL), linfoma de células del
manto (MCL), linfoma folicular (FL), linfoma de zona marginal (MZL) incluido extranodal (linfoma MALT), nodal
(linfoma de células B monocitoides) o esplénico, linfoma difuso de células grandes, linfoma de Burkitt, linfoma de alto
grado similar a Burkitt o linfoma linfoblastico.

La INSP215 recombinante y las secuencias proteicas derivadas identificadas anteriormente pueden usarse para
generar anticuerpos monoclonales o policlonales especificos que podrian usarse luego en la caracterizacion
bioquimica de INSP215, asi como también para aplicaciones de diagnéstico y/o terapéuticas (en virtud de la
informacién divulgada en la bibliografia sobre fragmentos generados a partir de estas familias de proteinas). De
forma alternativa, la INSP215 recombinante, y las secuencias proteicas derivadas identificadas anteriormente,
pueden usarse en una amplia variedad de ensayos de deteccion sistematica, en particular los que involucran
proteinas incluidas en la superfamilia de proteinas TGF-beta, para identificar ligandos especificos y actividades
biologicas asociadas.

Ejemplo 2: Clonacién de INSP215

INSP215 era una prediccion de longitud completa para una proteina que contiene un dominio ZP de 292
aminoacidos (876 bp) codificada en 6 exones. Se identificd un péptido sefial previsto dentro de la secuencia. Un
dominio de transmembrana se predijo abarcando los aminoacidos 245-268.

La interrogacion de bases de datos de secuencias EST publicas usando la secuencia INSP215 identificd una
cantidad de ESTs que corresponden a la misma. Estas ESTs se derivaron en su mayoria de plantillas de ADNc de
0jo, cerebro, pulmon, testiculos o pancreas. Una secuencia EST que se derivd de ADNc de epitelio de retina, Acceso
de GenBank BG752983, parecidé representar INSP215 del exdén 2 hasta aproximadamente el extremo de la cds
prevista. Esta secuencia corresponde al clon IMAGE ID 4875922. El clon IMAGE se adquirio en ATCC y el inserto se
secuencié usando los cebadores T7 y SP6. Se descubrié que el clon IMAGE contenia la totalidad de cds de
INSP215 desde el exén 2 en adelante, como se esperaba, y continuaba en el 3'-UTR hasta un tracto de poliA. La
secuencia corriente arriba del comienzo del exén 2 de INSP215 en el clon IMAGE (15 bp) no correspondia a
INSP215 y no contenia una metionina. Se hicieron varios intentos para clonar la secuencia INSP215, como se
describe a continuacion.

Se disefaron dos pares de cebadores de PCR anidados, INSP215-F1/INSP215-R1 e INSP215-F1nest/INSP215-
R1nest (Tabla 3, Figura 4), para amplificar la longitud completa de la secuencia INSP215 en productos de 913 bp y
876 bp, respectivamente. Estos pares de cebadores se probaron como cebadores anidados (es decir, el par de
cebadores INSP215-F1nest/INSP215-R1nest se usé en PCR2 con los productos de PCR1 de INSP215-F1/INSP215-
R1 como plantillas) usando AmpliTaq en la biblioteca de ADNc candidata y plantillas individuales de ADNc, y luego
en toda la coleccion de bibliotecas de ADNc y reservas de plantilas de ADNc. No se obtuvieron productos
relevantes.
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Un tercer par de cebadores, INSP215-F2/INSP215-R2 (Tabla 3, Figura 4), se disefié para amplificar un producto de
795 bp que contenia el dominio extracelular de INSP215 previsto (INSP215-EC). Este par se prob6é en PCR usando
AmpliTaq en la coleccién de bibliotecas de ADNc y reservas de plantillas de ADNc, pero aqui tampoco se obtuvieron
productos relevantes.

Los 3 pares de cebadores INSP215-F1/INSP215-R1, INSP215-F 1nest/INSP215-R1nest e INSP215-F2/INSP215-R2
luego se probaron en ADNc ocular y ADNc de retina y plantillas de biblioteca (las plantillas candidatas mas fuertes)
usando Platinum Taq HiFi. Los productos INSP215-F1/INSP215-R1 luego se usaron como plantillas para PCR
anidada usando INSP215-F1nest/INSP215-R1nest e INSP215-F2/INSP215-R2. No se obtuvieron productos
relevantes a partir de cualquiera de estas amplificaciones.

Un cuarto par de cebadores, INSP215-F3/INSP215-R3 (Tabla 3, Figura 4), se disefié para amplificar un producto de
732 bp que contenia nuevamente el dominio extracelular INSP215 previsto. El cebador INSP215-F2 se posiciondé en
la secuencia gendémica de flujo ascendente de la cds prevista, pero el cebador INSP215-F3 se posiciond dentro de la
cds prevista. Por consiguiente incluso si hubiera un intréon no previsto presente justo corriente arriba del sitio de
inicio, que provocaria que los cebadores INSP215-F2/INSP215-R2 fallaran, los cebadores INSP215-F3/INSP215-R3
deberian funcionar. El par de cebadores INSP215-F3/TNSP215-R3 se probd en las plantillas de ADNc de retina y
0jo usando ambos AmpliTaq y Platinum Taq HiFi. No se obtuvieron productos relevantes.

Un quinto par de cebadores, INSP215-F4/INSP215-R4 (Tabla 3, Figura 4), se disefié para amplificar la region de la
prediccion (exdn 2 - exén 5) representada en la secuencia EST, Acceso de GenBank BG752983 (ver anteriormente).
Este par de cebadores también se probd en las plantillas de ADNc de retina y ojo usando ambos AmpliTaq y
Platinum Taq HiFi. No se obtuvieron productos relevantes.

La cds de INSP215 prevista por lo tanto se cre6 mediante adicion del exdn 1 (60 nucledtidos) al extremo 5' del exon
2 de INSP215 (en el clon Image 4875922) mediante PCR. El ADNc de longitud completa resultante luego se
subclond con una etiqueta 6HIS en pEAK12d para expresion en células HEK293 con el nombre INSP215 (Figura 5).
La proteina resultante estaba por debajo del limite de deteccidon mediante analisis de transferencia western, usando
anticuerpos dirigidos contra la etiqueta 6HIS. La falta de secrecion se debid casi con seguridad al hecho de que
como el ADNc de longitud completa contiene un dominio de transmembrana no se secretaria. Por consiguiente, se
genero un constructo de expresion que solamente contenia el dominio extracelular de INSP215 (aminoacidos 1-234)
mediante supresion de los dominios de transmembrana e intracelular de INSP215 en el clon de entrada Gateway
pDONR221-INSP215-6HIS (plasmido ID. 17435) para generar pDONR221-INSP215-EC-6HIS (plasmido ID. 18175)
que posteriormente se transfiri6 a vectores de expresion celular de mamiferos pDEST12.2 y pEAK12d para
producciéon de INSP215 EC-6HIS recombinante in vivo e in vitro respectivamente. Los plasmidos resultantes son
pDEST12.2_INSP215-EC-6HIS y pEAK12d_INSP215-EC-6HIS. EI plasmido pEAK12dJNSP215-EC-6HIS se
transfectdé en células HEK293/EBNA para producir INSP215EC-6HIS recombinante. Se secreté la proteina
etiquetada con 6HIS.

Ejemplo 3: Construccion de vectores de expresion celular de mamiferos para INSP215

El plasmido que contiene la cds de INSP215 desde el exdn 2 en adelante (clon IMAGE ID 4875922) se us6 como
plantilla de PCR para generar clones de expresion pEAK12d y pDEST12.2 que contenian la secuencia del ORF de
INSP215 con una secuencia 3' que codifica una etiqueta 6HIS usando la metodologia de clonacion Gateway™
(Invitrogen). El exén 1 previsto (las primeras 60 bases de la prediccion que incluyen el codén de inicio) se agregd
mediante PCR.

3.1 Generacién de ORF de INSP215 compatible con Gateway fusionado a una secuencia con etigueta 6HIS en el
mismo marco.

La primera etapa del proceso de clonacién Gateway implica una reaccién por PCR de cuatro pasos que genera el
ORF de INSP215 flanqueado en el extremo 5' por un sitio de recombinacion attB1 y secuencia de Kozak, y
flanqueado en el extremo 3' por una secuencia que codifica una etiqueta de histidina 6 (6HIS) en el mismo marco, un
codon de finalizacion y el sitio de recombinacion attB2 (ADNc compatible con Gateway). Las 60 bases faltantes en el
extremo 5' de la prediccion INSP215 se agregaron mediante una reaccion por PCR de dos pasos con los cebadores
INSP215-EX1 y INSP215-EX2.

La primera reaccion por PCR (en un volumen final de 5Ql) contiene respectivamente: 1 pl (30 ng) de clon IMAGE
ID 4875922 plasmido, 1,5u1 de dNTPs (10 mM), 10 ul de soldwiamortiguadora polimerasa 10X Pfx, (I de
MgSO4 (50 mM), solucion PCRx Enhancer 2X (Invitrogen), 0,5 uyl de cada cebador espdwo de gen (100 uM)
(INSP215-EX1 e INSP215-EX4) y 0,5 pl de polimerasa de ADN Platinum Pfx (Invitrogen). La reacei por PCR se
llevd a cabo usando un paso de desnaturalizacion inicial de 95°C durante 2 min, seguido por 20 ciclos de 94°C
durante 15 s; 55°C durante 30 s y 68°C durante 2 min; y un ciclo de mantenimiento de 4°C. El producto de
amplificacion de PCR1 se limpié directamente usando el Sistema de Purificacion de ADN Wizard PCR Clean-up
(Promega) y se recuperd en 50 ul de agua esgril de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se visualizé una
alicuota de 10 pl sobre 0,8 % de gel de agarosa en solucion amortiguadora 1 X TAE (Invitrogen) para verificar que el
producto tenia el peso molecular esperado (859 bp).
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Tabla 3:
Cebador Secuencia (5" - 3")
INSP127-F1 CCCAMRCACTCCGACCTCA
INSP127-R1 TTCCTCACTGGGACCTCCT
INSP127-Flnide ATGCTGEGCACCETECTGCTG
INSPL27-R1 nido CTGGGACCTCCTEGECTEEE
INSP127-F2 CCCCAARCACTCCGACCTCR
INSPl27-R2 AGCACGARGGCTGCCAACAC
INSP127-F3 ATGCTGGECACCGTGCTG
INSP127-R3 CGGCECEEETTCCAGGET
INSF127-F4 TGCGCAGACCCCTCTTCAGT
INSP127-R4 TGCRACGECCEGGGRCACTCTT
INSP215-EX1 CTCCCAGEEATCACCACCTTACCCAGCEEECCACCTGCTCCCCCETTC

INSP215-EX2

ATGCTEGECACCGTGCTEGCTGCTGECCCTGCTCCCAGGEATCACCACT

INSEZ215-EX3

GCAGGCTTCGCCACCATGCTGEECACCGTECTG

INSF215-EX4

IMGATGETEATGGTECTGEGRACCTCCTGGGECTG

INSFZ15 Mut FP

CGCCCTGAGCCTCCCGCGCACCATCACCATCACCAT

INSF21l5 Mut RP

ATGGTGATGGETGATGETEGCGCGEEAGGCTCAGGGTG

GCP Directo

GGGGACAAGTTTGTACARARAAGCAGGCTTCGCC ACC

GCP Inwverso GGGGACCACTTTETRCMGMGCTGGGTTE@TGGTGATGGTGA I'GGTG

PERK1ZF GCCAGCTTGGCACTTGATGT

pEAK1ZR GATGGAGGTGGACGTGTCAG

21M13 TGTARRACGACGGCCAGT

M13REV CAGGARACAGCTATGACC

T7 TAATACGACTCACTATAGG

T3 . ATTRACCCTCACTARAGS

Secuencia subrayada = Secuencia Kozak

| secuencia resaltada | = Codén de finalizacién

Secuencia en cursiva = Etiqueta His

Secuencia en negrita = Secuencia de exén 1 agregada mediante PCR

La segunda reaccion por PCR (en un volumen final de 5@l) contiene respectivamente: 5 ul de producto de PCR1
purificado, 1,5 pl de dNTPs (10 mM), 10 pl de solum amortiguadora de polimerasa 10X Pfx, 1l de MgS0O4 (50
mM), solucién PCRx Enhancer 2X (Invitrogen), 0,5 pl de cada cebador espedfico de gen (100 uM) (INSP215 -EX2 e
INSP215-EX4) y 0,5 pl de polimerasa de ADN Platinum Pfx (Invitrogen). La réagpor PCR se llevo a cabo
usando un paso de desnaturalizacién inicial de 95°C durante 2 min, seguido por 12 ciclos de 94°C durante 15 seg;
55°C durante 30 seg y 68°C durante 2 min; y un ciclo de mantenimiento de 4°C. El producto de amplificacion se
purifico directamente usando el Sistema de Limpieza de PCR y Wizard SV Gel (Promega) y se recuperd en 50 yl de
agua estéril de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La tercera reaccion por PCR (en un volumen final de 50) contiene respectivamente: 5 ul de producto de PCR1
purificado, 1,5 pl de dNTPs (10 mM), 10 pl de solumh am ortiguadora de polimerasa 10X Pfx, 1 uyl de MgSO4 (50
mM), solucién PCRx Enhancer 2X (Invitrogen), 0,5 pl de cada cebador espedfico de gen (100 uM) (INSP215 -EX3 e
INSP215-EX4), y 0,5 yl de polimerasa de ADN Platinum Pfx (Invitrogen). La réacpior PCR se llevé a cabo
usando un paso de desnaturalizacién inicial de 95°C durante 2 min, seguido por 12 ciclos de 94°C durante 15 seg;
55°C durante 30 seg y 68°C durante 2 min; y un ciclo de mantenimiento de 4°C. El producto de amplificacion se
purificod directamente usando el Sistema de Limpieza de PCR y Wizard SV Gel (Promega) y se recupero en 5Ql de
agua estéril de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La cuarta reaccion por PCR (en un volumen final de 50ul) contenia 10 pl de producto de PCR2 purifica do, 1,5 ul de
dNTPs (10 mM), 10 yl de soludn amortiguadora de polimerasa 10X Pfx, 1ul de MgSO4 (50 mM), soluadn PCR  x
Enhancer 2X (Invitrogen), 0,5 yl de cebador de conversin Gateway (100 pM) (GCP directo y GCP inverso) y 0,5l

de polimerasa de ADN Platinum Pfx. La condiciones para la 4a reaccion por PCR fueron: 95°C durante 1 min; 4
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ciclos de 94°C, 15 seg; 50°C, 30 seg y 68°C durante 2 min; 25 ciclos de 94°C, 15 seg; 55°C, 30 seg y 68°C, 2 min;
seguido de un ciclo de mantenimiento de 4°C. Se visualizé una alicuota de 10yl sobre 0,8 % de gel de agarosa en
solucion amortiguadora 1 X TAE (Invitrogen) para verificar que el producto tuviera el peso molecular esperado (876
bp + 70 = 946 bp). Los restantes 40 pl se cargaron sobre 0,8 % de gel de agarosa en gel de soluciéon amortiguadora
1 X TAE y la banda se purificd usando el Wizard SV Gel y el Sistema de Limpieza de PCR (Promega) y se recuperd
en 50 yl en agua estéril de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

3.2 Subclonacion de ORF de INSP215 compatible con Gateway en vector de entrada Gateway pDONR221 y
vectores de expresion pEAK12d y pDEST12.2

La segunda etapa del proceso de clonacién Gateway implica la subclonacién del producto de PCR modificado por
Gateway en el vector de entrada Gateway pDONR221 (Invitrogen) como sigue: se incubaron 5 ul de producto
purificado de PCR4 con 1,5 pl de vector pDONR221 (0,1 pg/ul), 2 pl de smluaimortiguadora BP y 1,5l de
mezcla de enzima BP clonasa (Invitrogen) en un volumen final de 10 pl a TA durante 1 h. La reaccién se detuvo
mediante adiccion de 1l de proteinasa K (2 pg/ul) y se inculd a 37°C durante 10 min adicionales. Una alicuota de
esta reaccion (1pl) se uso para transformar élulas de E. coli DH10B mediante electroporacion como sigue: una
alicuota de 25 pl de células DH10B electrocompetentes (Invitrogen) se descongeld sobre hielo y se agregé 1pul de la
mezcla de reaccion BP. La mezcla se transfirié a una cubeta de electroporacion de 0,1 cm helada y las células se
electroporaron usando un BioRad Gene-Pulser™ de acuerdo con el protocolo recomendado por el fabricante. Se
agrego un medio SOC (0,5 ml) que se entibid previamente hasta alcanzar temperatura ambiente inmediatamente
después de la electroporacion. La mezcla se transfiri6 a un tubo con tapa a presién de 15 ml y se incubd, con
agitacion (220 rpm) durante 1 h a 37°C. Luego se colocaron en placas alicuotas de la mezcla de transformacion (10
pl'y 50 pl) sobre placas de caldo de cultivo L (LB) que conteiian canamicina (40 ug/ml) y se incubaron durante t oda
la noche a 37°C.

Se prepard miniprep de ADN de plasmido a partir de 5 ml de cultivo de 8 de las colonias resultantes usando un
sistema Qiaprep BioRobot 8000 (Qiagen). EI ADN de plasmido (150-200 ng) se sometié a secuenciacion de ADN
con cebadores 21M13 y M13Rev como se describieron anteriormente usando el sistema BigDyeTerminator (Applied
Biosystems cat. no. 4336919) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las secuencias de los cebadores se
muestran en la Tabla 3. Las reacciones de secuenciacion se purificaron usando placas de limpieza Montage SEQ 96
(Millipore cat. no. LSKS09624) luego se analizaron en un secuenciador Applied Biosystems 3700.

Luego se uso el eluido de plasmidop(20 aproximadamente 150 ng) de uno de los clones que danten la
secuencia correcta (PENTR_INSP215-6HIS) en una reaccién de recombinacion que conteniad,8el vector
pEAK12d o del vector pDEST12.2 (0,1 ug/ul), 2 ul de soluadn amortiguadora LR y 1,5l de clonasa LR (Invitrogen)
en un volumen final de 10 ul. La mezcla se incubd a TA durante 1 h, se detuvo mediante adiciéon de proteinasa K (2
ug) y se inculd a 37°C durante 10 min adicionales. Una alicuota de esta reaccioni(l) se us para transformar
células de E. coli DH10B mediante electroporacion como sigue: una alicuota de 2§l de &ulas DH10B
electrocompetentes (Invitrogen) se descongel6 sobre hielo y se agregd 1ul de la mezcla de reaccdn LR. La mezcla
se transfirid a una cubeta de electroporacion de 0,1 cm helada y las células se electroporaron usando un BioRad
Gene-Pulser™ de acuerdo con el protocolo recomendado por el fabricante. Se agregé un medio SOC (0,5 ml) que
se entibid previamente hasta alcanzar temperatura ambiente inmediatamente después de la electroporacién. La
mezcla se transfirié a un tubo con tapa a presién de 15 ml y se incubd, con agitacion (220 rpm) durante 1 h a 37°C.
Luego se colocaron en placas alicuotas de la mezcla de transformacion (iDy 50 ul) sobre placas de caldo de
cultivo L (LB) que contenian ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron durante toda la noche a 37°C.

Se preparé miniprep de ADN de plasmido a partir de 5 ml de cultivo de 6 de las colonias resultantes subclonadas en
cada vector usando un sistema Qiaprep BioRobot 8000 (Qiagen). EI ADN de plasmido (200-500 ng) en el vector
pEAK12d se sometié a secuenciacion de ADN con los cebadores pEAK12F y pEAK12R como se describieron
anteriormente. El ADN de plasmido (200-500 ng) en el vector pDEST12.2 se sometid a secuenciacion de ADN con
los cebadores 21M13 y M13Rev como se describieron anteriormente. Las secuencias de los cebadores se muestran
en la Tabla 3.

Se prepardé maxiprep de ADN purificado con gradiente de CsCl a partir de un cultivo de 500 ml del clon de secuencia
verificada (pEAK12d_INSP215-6HIS) usando el método descrito por Sambrook J. et al., 1989 (en Molecular Cloning,
un Laboratory Manual, 2a edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press), el ADN de plasmido se resuspendio en
una concentracion de 1 pg/ul en agua estéril (0 10 mM de Tris-HCI, pH 8,5) y se almacené a -20°C.

Se prepar6é maxiprep de ADN libre de endotoxina a partir de un cultivo de 500 ml del clon de secuencia verificada
(pDEST12.2_INSP215-6HIS) usando el kit EndoFree Plasmid Mega (Qiagen) de acuerdo con la instrucciones del
fabricante. EI ADN de plasmido purificado se resuspendié en solucién amortiguadora TE libre de endotoxina en una
concentracion final de al menos 3 pg/ul y se almacené a -20°C.

39



ES 2368072 T3

3.3 Generacion de ORF de dominio EC de INSP215 compatible con Gateway fusionando a una secuencia con
etiqueta 6HIS en el mismo marco.

Se suprimio la secuencia que codifica los dominios transmembrana e intracelular (aminoacidos 235-292) del inserto
de ADNc de INSP215 en el plasmido pDONR221 usando mutagénesis sitio dirigida usando pDONR221_INSP215-
6HIS como plantilla.

3.31 Cebadores de clonacién especifica de gen para mutagénesis sitio dirigida de ORF de INSP215-6HIS

Los cebadores de PCR, INSP215 Mut FP e INSP215 Mut RP (Tabla 3), se disefiaron de modo que los cebadores se
alinearan con hebras opuestas de la secuencia de plasmido pDONR221_INSP215-6HIS y cada cebador se alined
con 15-25 bases en cada lado del aminoacido que habria de mutarse. Los cebadores de PCR se disefiaron
siguiendo las instrucciones proporcionadas por el manual de instrucciones para QuickChange® Il XL Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene).

3.32 Mutagénesis sitio dirigida de ORF de INSP215-6HIS

La mutagénesis sitio dirigida se llevd a cabo usando el QuikChange® Il Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La reaccion se llevé a cabo en un volumen final del5§ue
contenia soluciéon amortiguadora de reaccioén 1X, 10 ng de ADN de plantilla de plasmido (P DONR221_INSP215-
6HIS), 125 ng de INSP215 Mut FP e INSP215 Mut RP, 1 pl de mezcla dNTP y 2,5 unidades de polimerasa de ADN
PfuUltra HF. Se llevé a cabo un ciclo térmico usando un MJ Research DNA Engine, programado de la siguiente
forma: 95°C, 1 min; 18 ciclos de 95°C, 30 seg, 55°C, 1 min y 68°C, 3 min 30 seg; seguido de un ciclo de
mantenimiento a 4°C.

Se us6 digestion con Dpn | para digerir la plantila de ADN parental metilado y hemimetilado (plasmido
pDONR221_INSP215-6HIS en la muestra de reaccién). Se agregéul de enzima de restricén Dpn | (10 i,
Stratagene) a los productos de las reacciones de amplificacién. Las reacciones se mezclaron suavemente y se
incubaron a 37°C durante 1 hora. Luego la mezcla de reaccién se transfirié a células supercompetentes XL 1-Blue
(Stratagene) como sigue.

Una alicuota de 50 pl de células XL 1-Blue se descongelé sobre hielo y se agregé 1 ul de ADN tratado con Dpn |.

La mezcla se incubd durante 30 min sobre hielo y luego se sometié a choque térmico mediante incubacién a 42°C
durante exactamente 45 s. Las muestras se volvieron a colocar en hielo durante 2 min y se agregaron 250 ul de
medio NZY entibiado previamente (42°C). Las muestras se incubaron con agitaciéon (220 rpm) durante 1 h a 37°C.
La mezcla de transformacion (250ul en cada una de 2 placas) se colog en placas de caldo de cultivo L (LB) que
contenian canamicina (50 pg/ml). Las placas se incubaron durante toda la noche a 37°C.

3.33 Preparacion y secuenciacion de ADN de plasmido

Se selecciond un transformante y se preparé miniprep de ADN de plasmido a partir de cultivos de 5 ml usando el kit
QlAprep Spin Miniprep (Qiagen). EI ADN de plasmido (150-200 ng) se sometié a secuenciaciéon de ADN con los
cebadores 21M13 y M13Rev usando el Quick Start Kit de secuenciacion ciclica con tinte terminador de ciclo CEQ
(Beckman Coulter P/N 608120) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las secuencias de los cebadores se
muestran en la Tabla 3. Las reacciones de secuenciacion se analizaron en el sistema de analisis de ADN CEQ 2000
XL (Beckman Coulter P/N 608450). El andlisis de secuencia identificd un clon que contenia la secuencia de inserto
INSP215 esperada (pDONR221_INSP215-EC-6HIS).

3.4 Subclonacién de ORG de INSP215-EC-6HIS compatible con Gateway en vectores de expresion pEAK12d y
pDEST12.2

El ADN de plasmido (gl o aproximadamente 150 ng) de pDONR221_INSP215 -EC-6HIS luego se usé en una
reaccion de recombinacion que contenia 1,fl del vector pEAK12d o del vector pDEST12.2 (0,1 ug/pl), 2 ul de
solucion amortiguadora LR y 1,5 pl de clonasa LR (Invitrogen) en un volumen final de 10 pl.

La reaccidon se detuvo mediante adicion deull de proteinasa K (2 ug/pl) y se inéud 37°C durante 10 min
adicionales. Una alicuota de esta reaccion (2pl) se usoé para transformar la cepa DH5a (Invitrogen) como sigue: una
alicuota de 50 pl de células DH5a se descongeld en hielo y se agregaron 2ul de mezcla de reaccidn. La mezcla se
incubd durante 30 min sobre hielo y luego se sometid a choque térmico mediante incubacién a 42°C durante
exactamente 45 s. Las muestras se volvieron a colocar en hielo y se agregaron 250 pyl de medio SOC tibio
(temperatura ambiente). Las muestras se incubaron con agitacion (250 rpm) durante 1 h a 37°C. Luego la mezcla de
transformacion se colocd sobre placas de caldo de cultivo L (LB) que contenian ampicilina (100g/ml) y se
incubaron durante toda la noche a 37°C.
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Se recogieron cinco transformantes y se ajustaron en placas de agar LB que contenian ampicilina (100g/ml) y se
incubaron durante toda la noche a 37°C. Se resuspendié una cuchara del cultivo de la placa ajustada en 50 pl de
agua y se hirvié durante 5 minutos para lisar las células. El lisado celular se centrifugd para retirar los granulados
celulares y el sobrenadante que se obtuvo se usé como plantilla para la deteccion sistematica por PCR de colonias.

La mezcla de PCR (en un volumen final de 25 pl) conteria 10 pl del lisado celular centrifugado, 2,0 pyl de dNTPs (10
mM), 2,5 pl de soluén amortiguadora de polimerasa Taqg, 048 de cebadores de detecén sistematica (para
proporcionar una concentracion final de 100 picomoles y 0,5ul de ADN de polimerasa Tag. Los clones pEAK12d se
detectaron sistematicamente usando los cebadores pEAK12 FP y pEAK12 RP y los clones pDEST12.2 se
detectaron sistematicamente usando los cebadores 21M13FP y M13Rev RP.

Las condiciones para la reaccion por PCR de deteccion sistematica fueron: 95°C durante 2 min, seguido de 30 ciclos
de 94°C durante 30 s; 60°C durante 30 s y 72°C durante 1 min; y un ciclo de extension final de 72°C durante 5
minutos y un ciclo de mantenimiento de 4°C. Los productos de PCR se cargaron en 1,0% de gel de agarosa para
verificar el tamafio del fragmento.

Se selecciond un clon positivo y se preparé miniprep de ADN de plasmido a partir de cultivos de 5 ml usando el kit
QIlAprep Spin Miniprep (Qiagen).

ElI ADN de plasmido (150 - 200 ng) en el vector pEAK12d se sometié a secuenciacion de ADN con los cebadores de
secuenciacion pEAK12 FP y pEAK12 RP como se describieron anteriormente. El ADN de plasmido (150 - 200 ng) en
el vector pDEST12.2 se sometio a secuenciacion de ADN con los cebadores de secuenciacién 21M13 FP y M13Rev
RP como se describieron anteriormente.

Los clones confirmados por secuencia se designaron pEAK12d_INSP215-EC-6HIS y pDESTI 2.2_INSP215-EC-
6HIS.

3.5 Maxipreps de ADN

Se preparé maxiprep de ADN a partir de un cultivo de 500 ml de los clones verificados por secuencia
(PEAK12d_INSP215-EC-6HIS) usando un kit Qiagen Mega Plasmid Prep (cat no. 12183). El ADN de plasmido se
resuspendio a una concentraciéon minima de 1 pg/ul en agua estéril (0 10 mM de Tris-HCI, pH 8,5) y se almacené a -
20°C.

Se preparé maxiprep de ADN libre de endotoxina a partir de un cultivo de 500 ml de los clones de secuencia
verificada (pDEST12.2_INSP215-6HIS) usando el kit EndoFree Plasmid Mega (Qiagen) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. El ADN de plasmido purificado se resuspendié en solucién amortiguadora TE libre de
endotoxina en una concentracion final de al menos 3 pg/ul y se almacené a -20°C.

Ejemplo 4: Ensayo de cancer

Un INSP215 soluble se expresa solo o como una proteina de fusion con Fc en células HEK 293. La proteina se
purifica usando columna de proteina A o cromatografia convencional y se evalia en un ensayo en base a células. El
ensayo en base a células se desarrolla en un modelo animal existente de enfermedad de cancer de mama
metastasico. En sintesis, las células MDA-MB-231 se tratan con TGFbeta1 (5 ng/ml) en presencia o ausencia de
cantidad diferente de INSP215 o INSP215-Fc soluble durante 48 horas. Los medios condicionados se recogen y se
ensayan para las cantidades de IL-11 producidas mediante estas células en respuesta a TGF-beta. El kit IL-11
ELISA se adquirié en R&D Systems. Se mide la produccion mediada por TGFb de IL-11 por parte de células MDA-
MB-231 de adenocarcinoma de mama metastasico. Se usan anticuerpos Anti-TGFb (R&D Systems) y OPG-Fc
(Serono) como testigos positivos y negativos, respectivamente.

Ejemplo 5: Estudios de micromatrices

Las micromatrices a medida se fabricaron usando el proceso de sintesis in situ sin contacto de Agilent Technologies
(Agilent Technologies Inc, Palo Alto, CA) para imprimir sondas de oligonucléotidos de 60 mer de longitud, base por
base, a partir de archivos de secuencias digitales. Esto se logra con un proceso de inyeccion de tinta que administra
volumenes exactos, extremadamente pequefios (picolitros) de los quimicos que se van a detectar. La quimica de
fosforamidita estandar usada en las reacciones permite que se mantengan eficiencias de acoplamiento muy altas en
cada paso en la sintesis del oligonucleétido de longitud completa. Las cantidades precisas se depositan de forma
reproducible "sobre la marcha". Esta caracteristica de ingenieria se logra sin parar para hacer contacto con la
superficie del portaobjeto y sin introducir anomalias por contacto con la superficie, resultando en uniformidad y
trazabilidad consistentes de las manchas (Hughes et al. (2001) Nat. Biotech. Apr; 19(4): 342-7. Expression profiling
using microarrays fabricated by an ink-jet oligonucleotide synthesizer).
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Sintesis de sonda

Las metodologias se llevaron a cabo de acuerdo con las instrucciones de Agilent. Esencialmente, la sintesis de
ADNCc vy la posterior amplificacion por polimerasa T7 de sonda de ARNc etiquetada con Cianina 3(5)-CTP se llevaron
a cabo usando el kit de amplificacién lineal fluorescente de baja produccion de ARN de Agilent a partir de una
plantilla de 5 ug de ARN total de acuerdo con el protocolo del kit (vedsi 2 de agosto de 2003, Agilent, Palo Alto,
CA). Luego el ARNc se fragmenta usando el kit de hibridacion In Situ de Agilent y se hibridiza de acuerdo con el
protocolo de Agilent (protocolo de procesamiento de micromatriz oligo 60-mer de Agilent version 4.1 de abril de
2004, Agilent, Palo Alto, CA).

Disefio de chip de micromatriz
* Hay 10.536 sondas en la matriz
+ 5.557 de las sondas estan disefiadas especificamente para detectar secuencias secretadas de interés
primario
+ 1.000 sondas estan disefiadas como testigos negativos
* 500 sondas estan disefiadas como testigos positivos

Las sondas restantes se disefiaron para secuencias de dominio publico que se conoce que son proteinas
extracelulares solubles o proteinas unidas a membrana secretadas con un dominio extracelular en contacto con el
medio extracelular.

Ejemplo 6: Estudios adicionales

La funcionalidad y el uso de los polipéptidos de la invencién pueden evaluarse adicionalmente como se establece a
continuacion:

Esto puede implicar la preparacion de plantillas de ADNc humano, por ejemplo, a partir de una variedad de muestras
de ARN total de tejido humano normal (que pueden adquirirse en Clontech, Stratagene, Ambion, Biochain Institute y
prepararse internamente) usando una enzima tal como Transcriptasa inversa Superscript 1| RNasa H (Invitrogen).
Las bibliotecas de ADNc humano (en vectores del bacteriéfago lambda (A) pueden adquirirse en Clontech, Invitrogen
o pueden hacerse internamente en vectores de A GT10. Los pares de cebadores de PCRifiespepueden
disefiarse para amplificar la secuencia codificante completa del ADNc virtual usando un programa informatico tal
como el Primer Designer Software (Scientific & Educational Software, PO Box 72045, Durham, NC 27722-2045,
EE.UU.). Los cebadores de PCR se optimizaron para tener una Tm cercana a 55 + 10°C y un contenido de GC de
40-60%. Deberian seleccionarse los cebadores que tienen selectividad alta para la secuencia objetivo (INSP215)
con poca o ninguna actividad cebadora no especifica. Luego puede usarse PCR para amplificar la secuencia del gen
de interés. Los procedimientos necesarios para clonar la secuencia, tales como subclonacién de productos de PCR,
PCR de colonias, preparacién de ADN de plasmido y secuenciacion y finalmente construccion de vectores de
expresion celular de mamiferos se conocen la técnica (ver, por ejemplo, WO03/055913).

Luego pueden llevarse a cabo experimentos adicionales para determinar la distribucion en tejido y los niveles de
expresion del polipéptido INSP215 in vivo, en base a las secuencias de nucledtidos y aminoacidos divulgadas en la
presente.

Por ejemplo, la presencia de los transcritos para INSP215 puede investigarse mediante PCR de ADNc de diferentes
tejidos humanos. Los transcritos de INSP215 pueden estar presentes en niveles muy bajos en las muestras
evaluadas. Por lo tanto, es necesario tener extremo cuidado en el disefio de los experimentos para establecer la
presencia de un transcrito en diversos tejidos humanos ya que una pequefia cantidad de contaminacion genémica
en la preparacion ARN proporcionara un resultado falso positivo. Por consiguiente, todo ARN debe tratarse con
ADNasa antes del uso para transcripcién inversa. Adicionalmente, para cada tejido puede montarse una reaccion
testigo en la que no se lleva a cabo transcripcion inversa (un testigo -vo de RT).

Por ejemplo, 1ug de ARN total de cada tejido puede usarse para generar ADNc usando transcriptasa inversa
Multiscript (ABI) y cebadores de hexameros aleatorios. Para cada tejido, se monta una reaccion testigo en la que se
agregan todos los constituyentes excepto la transcriptasa inversa (testigo -vo de RT). Las reacciones por PCR se
montan para cada tejido en las muestras de ARN transcritas inversamente y los testigos negativos de RT. Los
cebadores especificos para INSP215 pueden disefiarse facilmente en base a la informacion de secuencia
proporcionada en la presente. La presencia de un producto de peso molecular correcto en la muestra transcripta
inversamente junto con la ausencia de un producto en el testigo negativo de RT puede tomarse como evidencia de
la presencia de un transcrito en ese tejido. Cualquier biblioteca de ADNc adecuada puede usarse en la deteccion
sistematica de los transcritos de INSP215, no solo aquellas generadas como se describié anteriormente.

El patrén de distribucidon en tejido de los polipéptidos INSP215 proporcionara informacion adicional util en relacion
con la funcion de estos polipéptidos.
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Adicionalmente, la sobreexpresion o supresion de la expresion de los polipéptidos en lineas celulares puede usarse
para determinar el efecto en la activacion transcripcional del genoma de la célula huésped. Las parejas de
dimerizacién, co-activadores y co-represores del polipéptido INSP215 pueden identificarse mediante

inmunoprecipitacién combinada con transferencia Western e inmunoprecipitacion combinada con espectroscopia de
masas.
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Listado de secuencias
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cteccaggga
ggeccctgge
cctegeocecgeg
ttggccegto
tcacgcecgg
tetgtogect
agcettocegece
cgotgoogoe
cocgoogocat
gcegagggee
accgtgocgo
gagcctoceg
gocagocttog
gogocccacg
toccagtga

tcaccacctt
tgcgcagacc
cggggeeget
cctcococcgoeg
cccecggggec
tcocogocaca
tgcgcecoggt
gecteocggay
cgocggtgtet
tggoctgotga
ggCCgCoooo
cgocggocec
tgctgggege
cocctggoee

<110> ARES TRADING S5.A.

120> Receptor de proteina similar a TGR3
<130> P039408W0

<150= GB 04269G60.1

<151> 2004-12-08

<1g0> 47

<170> SegWin%9%, versién 1.02
<210> 1

<211> 879

<212=> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> Secuencia de nucledtides INSP215 completa
<400> 1

atgetgggea cegtgeotget gotggecetg
cecacctgete coccegttcooe cgoggogoco
ctgaagetgt ccgacacaga ggacgtottt
googacagoe gegtgtteogt goaggcoggoo
gcoctgeoace gebgotcagt gacgocogtcoe
ctgectgegtg agggotgocc cgeoogacaco
agcococegggtg ccgecegooc cgogoghtte
tegotgeagt tectgeactg ceagotgage
gogoctgege ctoctgacgec gecgocgocg
gaggegtgog cogacactgg cagtggeage
ctgeacacge tgacgeagec tatcgtggtc
aagagtgtoc coggoocgtge agtgogooct
gaacccgeoge cggtggtgge getggtattg
gocogggebgy gtotocgtectg tgocgeoactca
goctogocca goggtococca goccadgagg
<210> 2

<211> 2592

<212> PRT

<213> Homo sapiens

220>

<291% Secuencia de proteina INSP215 completa
<400=> 2

acccagoggg
coctcocttcage
cgaggtcoocg
ctggggcctyg
cgoocctgget
gocgocogocyg
cktteaacgee
agtoogoogg
goctcaggac
cggcccccac
caggcocgcco
cgcggooctyg
cgogoetggeo
gooocgogaga

Met Leu Gly Thr Val Leu Leu Leu Ala Leu Leu Pro Gly Ile Thr Thr

1

5

10

15

Leu Pro Ser Gly Pro Pro Bla Pro Pro Phe Pro Ala ARla Pro Gly Pro
25

20

30

Trp Leu Arg Arg Pro Leu Phe Ser Leu Lys Leu Ser Asp Thr Glu Asp

35

40

44

45

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
TEQ
840

- BTG



Val
Val
65

Ala
Fro
Ala
Arg
Leu
145
BRla
Leu
Gly
Val
Gly
225
Glu
Ala
His

Arg

Fhe

50

Leu

Ala

Phe

Fhe

130

His

Pro

Pro

Leu

Val

210

Arg

Fro

Ala L

Ala

Arg
290

<210>
<211>
<212
<213>

<220>
<221

<400>

ttacccagecg ggoccacctge tcococcococgtte
cccoctottoca gectgaaget gtococgacaca
ctcgaggtce cggocgacag ccgoeghtgtte

Fro

Val

His

Leu

Pro

115

Ser

Cys

Ala

Gln

Ala

195

Thr

Rla

Ala

Pro
275

Ser
3

831
ADN

Homo sapiens

Secuencia de nucledtidos

3

Ala

100

Pro

Fhe

Gln

Fro

Asp

180

Bla

Val

Val

Ala
260

Gly

Gln

Arg

Ala

Cys

BS

Leu

Pro

Arg

Leu

Leu

165

Elu

Asp

PFro

BRrg

Val

245

Ala

Fro

Ala

Ala

70

Ser

Lau

Pro

Leu

Ser

150

Thr

Ala

Gly

Arg

Pro

230

Val

Gly

Fro

Gly

55

Leu

Val

Arg

Pro

Arg

135

hrg

Pro

Cys

Pro

Pro

215

Glu

Ala

Leu

Ala

Fro

Bla

Thr

Glu

Pro

120

Pro

Cys

Pro

Ala

His

200

Pro

Pro

Leu

Gly

Arg
280
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Leu

Arg

Pro

Gly

105

Ser

Val

Rrg

Pro

Asp

185

Leu

Pro

Pro

Val

Leu

265

Ala

Glu

Pro

Ser

a0

Cys

Pro

Fhe

Arg

Fro

170

Thr

His

Arg

Ala

Leu

250

Val

Ser

Val
Ser
75

Ser
Pro
Gly
Asn
Leu
155
Pro
Gly
Thr
Pro
Pro
235
Ala

Cys

Pro

45

Pro
B0

Pro
Arg
Ala
Ala
Ala
140
Rrg
Fro
Ser
Leu
Pro
220
Rla
Ala

Ala

Ser

INSP215 madura

Ala

Arg

Pro

Asp

Ala

128

Ser

Gly

Pro

Gly

Thr

205

Lys

Bro

Fhe

His

GEly
285

Asp

Trp

Ala

Thx

110

Arg

Val

Val

Ser

Ser

190

Gln

Ser

kla

Val

Ser

270

Pro

Ser
Gly
Fro
95

Serxr
Pro
Gln
Rrg
Arg
175
Ala
Pro
Val
Ala
Leu
255

ARla

Gln

Arg

Leu

B0

Gly

Val

Ala

Fhe

Rro

160

Glua

Ile

Fro

Leu

240

Gly

Fro

Fro

cccgeggoge coggococtyg getgegeoaga
gaggacgtct ttcocctegoog cgeggggocyg
gtgcaggcgg ccttggoccg tooctococog

60
120
180
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cgctggggee tggocecctgea cogetgetea gtgacgecgt ccoteacgece ggeoccogggg
ceegecetgg ctoctgetgeg tgagggetge ccogocgaca cctoctgtege cttoccogeca
ccgocogecge cgagoocoggg tgocgocege ccogogoghtt toageottecg cotgegeceg
gtetteaacg ccteggtgea gtteoctgeac tgecagetga googotgoeog cecgoctoogg
ggagtccgoce gggocgoctge geoctctgacg cogocgocoge cgoocgocgoc ategeggtgt
ctgoctcagg acgaggogtg cgocgacact ggcagtggoa gogocgaggg cetggetget
gacggoooce acctgoacac gotgacgocag cctatcogtag tcaccgtogce goggcocgcoe
cccaggccge ccaagagtgt cocccggocogt geagtgogeo ctgagectoce cgogocggoc
scogoggocc tggaacccge gocggtggty gogotggtgt tggcagectt cgtgotggge
gocogegetgg cogocggget goggtctegte tgtgogeact cagogecceca cgeccctgge
ccgococgega gagockegoo cageggtocc cagcocccagga ggtceccagtg a
<Z210> 9
211> 276
<212> PRT
213> Homo sapiens
<220 .
£771> Secuencia de proteina INSP215 madura
<400 > 4
Leu Pro Ser Gly Pro Pro Ala Pro Pro Phe Pro Rla Ala Pro Gly Pro
i 5 10 15
Trp Leu Arg Arg Pro Leu Phe Ser Leu Lys Leu Ser Asp Thr Glu Asp
20 25 30
Val Phe Pro Arg Arg Ala Gly Pro Leu Glu Val Pro Ala Asp Ser Arg
35 40 45
Val Phe Val Gln Ala Ala Leu Ala Arg Fro Ser Pro Arg Trp Gly Leu
50 55 &0
Ala Leu His Arg Cys Ser Val Thr Pro Ser Ser Arg Pro Ala Pro Gly
65 70 75 80
Pro Bla Leu Ala Leu Leu Arg Glu Gly Cys Pro Ala Asp Thr Ser Val
BS g0 95
Ala Phe Pro Pro Pro Pro Pro Pro Ser Pro Gly Ala Ala Arg Pro Ala
100 105 110
Rrg Phe Ser Phe Arg Leu Arg FPro Val Phe Asn Ala Ser Val Gln Phe
115 120 125
Leu His Cys Gln Leu Ser Arg Cys Arg Arg Leu Arg Gly Val Arg Arg
130 135 140
Ala Pro Bla Pro Leu Thr Pro Pro Fre Pro Pro Fro Pro Ser Arg Cys
145 150 155 160
Leu Pro Gln Asp Glu Ala Cys Ala Asp Thr Gly Ser Gly Ser Ala Glu
165 170 175
Gly Leu Ala Bla Asp Gly Pro His Leu His Thr Leu Thr Gln Fro Ile
180 185 130
Val Val Thr Val Pro Arg Pro Pro Pro Arg Pro Pro Lys Ser Val Fro
195 200 205

46

240
300
360
420
480
540
600
660
T20
780
831
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Gly Arg Ala Val RArg Pro Glu Pro Fro Ala Pro
210 215
Glu Pro Ala Fro Val Val Ala Leu Wal Leu Rla
225 230 235
Ala Ala Leu Ala Ala Gly Leu Gly Leu Val Cys
245 250
His Ala Pro Gly Pro Pro Ala Arg Rla Ser Pro
260 265

Arg Arg Ser Gln

27%
<210> 5
<211> 732
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220> . .
221> Secuencia de nuecledtidos INSP215 de
<400> 5
atgectgggea cegtgetgeot getggocctg cteccaggga
ccacctgete coccegttoce egoggogoce ggocooiggo
ctgaagetgt ccgacacaga ggacgtecttt cctegecgog
goccgacagoe gogtghttogt goaggoggoc ttggoecegteo
goectgeace gotgotcagt gacgoogtcc tcacgoococgg
ctgotgegte agggetgeoce egecgacace tetgtegect
ageoccogggty cocgecogece cgegegttte agettcogeo
tcggtgeagt tcctgcactyg ccagetgage cgetgecgee
gecgoctgege ctetgacgeoo gocgoogocg ccgoogecat
gaggeogtgog cocgacactgg cagbggcagc gocgagggcco
ctgcacacge tgacgcagcoc tatcgtggte accgtgcege
aagagtgtec cocggoogtge agtgegecet gagoctoocg
gaaccogogo cg
<210> 6
<211> 244
212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221>
<400> &
Met Leu Gly Thr Val Leu Leu Leu Ala Leu
1 5 10
Leu Pro Ser Gly Pro Pro Rla Pro Pro Phe Pro

20 25

Trp Leu Arg Arg Pro Leu Fhe Ser Leu Lys Leu

35 40
val Phe Pro Arg Arg Ala Gly Pro Leu Glu Val

50 55

val Phe Val Gln Ala Ala Leu Ala Arg Fro Ser

47

Ala
220

Pro Ala

Bla Phe Val

Ala His Ser

Ser Gly Fro

270

Ala Leu

Leu Gly

240

Ala
255

Fro

G1ln

regién extracelular completa

tcaccacctt
tgocgoagaco
cggggocgct
ccteocococgoeg
coceggggoc
tcoceogecaco
tgcgccocagt
gcoctocegggg
cgogabtgtcot
tggetgetga
ggocogooccoo
cgeoggecos

Ala Ala Pro

30
Ser Asp Thr
45

Fro
6l

Rla Rsp

Pro Arg Trp

acccagoggg
cectettcage
cgaggtceceg
ctggggcetyg
cgocoockgget
gococgocgood
cttcaacgoo
agtcocgoogg
goctcaggac
cggoocooac
caggoccgoco
cgoggoocctg

Leu Pro Gly Ile Thr Thr

15

Gly Pro

Glu Asp

Ser Arg

Gly Leu

a0

120
180
240
300
ie0
420
480
540
600
660
720
T332

Secuencia de proteina IN2P21l5 de regidén extracelular completa



65

Ala Leu

Pro Ala Len

Ala FPhe Pro

115

Fhe
130

Arg Ser

Leu His

145

Cys

Ala Pro Ala

Leu Fro Gln

Ala
185

Gly Leu

Val Val

210

Gly
225

Arg Ala

Glu Pro Ala

<210z 7

<211> &84
<212>
<213>

<220>
<221>

<400> 7

ttaccecageqg
cocctettea
cteogaggtec
cgctggggee
coogocctgg
cogocgooge
gtcttcaacg
ggagtcogee
ctgoctcagg
gacggcccococ
cccaggccge
cccocgoggcco

<210> 8
<211> 228
<212> BRT

His

Thr

T0

Arg Cys Se

85

Ala
100

Leu Le

Pro Pro Pr

Phe Arg Le

Gln Leu

15

Leu
165

Pro

Asp Glu Al

180

Bla Rsp

Val Pro

Val Arg

23

Pro

ADN
Homo sapiens

ggccacctge
gcocctgaaget
cggccgacag
tggecectgea
ctotgotgog
cgagcccggg
cctocggtgoa
gggcgectge
acgaggcgtg
acctgcacac
ccaagagtgt
tggaacccgo

Ser

Thr

Gly

Arg

Pro
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r Val Thr

u Arg Glu

Frao
120

o Pro

u Arg

135

Fro

Arg Cys

0

Pro Pro

a Cys Ala

His
200

Pro

Pro Pro

215
Glu Pro
0

tececegtte
gtcocecgacaca
cogegtgtte
cegotgetca
tgagggctge
tgoocgooccgo
gttoctgcac
gectetgacg
cgocgacact
gctgacgcag
ccooggocgt
goog

75

Ser Ser

30

Pro

Gly Pro

105

Cys

Ser Pro Gly

Val Phe Asn

Leu
155

Arg Arg

Pro Pro

170

Fro

Bsp Thr

185

Gly

Leu His Thr

Pro Arg Pro

Pro
235

Fro

ccecgoggoge
gaggacgtect
gtgeaggeqy
gtgacgcegt
cocogoccgaca
coccgogogtt
tgccagctga
cogecgeoege
ggcagtggea
cctatcgtgg
goagtgogoc

48

Arg Pro

Ala Asp

Ala

Thr

80

Pro
93

Gly

Ser Val

110

Ala Ala

125

Ala
140

Ser
Arg Gly
Pro

Pro

S5er Gly

Arg

Val

Val

Ser

ser

Pro Ala

Gln Phe

Arg
160

Arg
175

Cys

Ala Glu

180

Thr
205

Leu

Pro
220

Lys

Ala Pro

ccggeccctg
ttectegecg
eccttggeeog
cctoacgeee
cctectgtoge
tcagettoog
gcocogetgoog
cgocgecgee
gogococgaggg
tcaccgtgce
ctgagcctco

Gln

Ser

Ala

Pro Ile

Val Fro

Ala Leu

240

gotgegeaga
cgcggggaccg
toccoctococoog
ggccccgggg
ctteccgeca
cetgegeccg
cegeeteogyg
atcgeggtagt
cctggotget
goggoogooo
cgcgocggcec

Secuencia de nucledtidos INSPI1S de regidn extracelular madura

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
664



<213>

<220
<221

<400

Leun

Val
Val
Ala
65

Pro

Ala

Ley

Ala

145

Gly

Val

Gly

Glu
225

Pro

Leu

FPhe

Fhe

50

Leu

Ala

Fhe

Fhe

His

130

Pro

Pro

Leu

Val

Arg

210

Pro

<210>
<Z211l>
<212>
<213>

<220>
<221>

<400>

Homo sapiens

Secuencia de proteina INSP215 de regién extracelular

8

ES 2368072 T3

Ser Gly Pro Pro Ala Pro Pro Fhe Pro Ala Ala Pro Gly

Arg Arg
20

Pro Arg
35

Val Gln

His Arg

Leu Ala

Pro Pro
100

Ser Phe
115

Cys Gln

Rla Pro

Gln Asp

Ala Ala
130

Thr Val
195

Ala val

Ala Pro

8
435
ADN

5

Pro

Arg

Ala

Cys

Leu

BS

Fro

Arg

Leu

Leu

Glu

165

Asp

Pro

Arg

Leu

Ala

Ala

Ser

0

Leu

Pro

Leu

Ser

Thr

150

Ala

Gly

Arg

Fro

Homo sapiens

Phea

Leun
55

Val
Arg
Pro
Arg
Arg
135
Pro
Cys
Pro

Pro

Glu
215

Ser

Pro

49

Ala

Thr

Glu

Pro

Pro

120

Cys

Pro

His

Pro
200

Pro

Leu

25

Leu

Arg

Fro

Gly

Ser

105

Val

Arg

Pro

B=p

Leu

185

Pro

Pro

10

Lys

Glu

Fro

Ser

Cys

=l

Pro

Fhe

AxXg

Fro

Thr

170

His

Arg

Ala

Leu

Val

Ser

Ser

75

Fro

Gly

Asn

Leu

Fro

155

Gly

Thr

Pro

Pro

Ser

Fro

Pro

&0

Arg

Ala

hla

Ala

Arg

140

Fro

Ser

Leu

Fro

Ala
220

Asp
Ala
45

Arg
Pro
Asp
Ala
Ser
125
Gly
Fro
Gly
Thr
Lys

205

Fro

Thr

30

Asp

Trp

Bla

Thr

Arg
110

Val

Val

Ser

Ser

Gln

120

Ser

Bla

15

Glu

Ser

Gly

Fro

Ser

295

Fro

Gln

Arg

Arg

Ala

175

Pro

Val

Ala

madura
Pro
Asp
Arg
Leu
Gly
80
Val
Ala
Fhe
Arg
Cys
1a0
Glu
Ile

Pro

Leu

Secuencia de nucledtidos INESP21E de subdominio ZP/TGR3

9

49



ES 2368072 T3

ttcagectga agetgtecga cacadaggac gtettteete gocgogeggyg gocgotogag

gtccocggoog acagocgogt gttcgtgocag geoggoettgy coogtcoctc cococgogetgg

ggocotggece tgeaccgcotg ctcagtgacg cogtcctecac gocoggococoe ggggoccocgoc

ctggotetge tgegtgaggg ctgooccogee gacacctctg tegeocttooc gocaccgocg

cocgecgages cgggbgecge cogococgog cgtttcaget toogeoctgeg cooggtotte

aacgcctegg tgeagtteoct gcactgececag ctgagecget gocgoogoct coggggagte

cgocgggoge ctgogoctot gacgoogoocg cogecgoogoe cgocatcgog gtgtetgeet

caggacgagg cgtge

<210> 10

<211> 145

<212> PRT

<213=> Hemo sapiens

<220>

<221> Secuencia de proteina INSPZ1l5 de subdominic ZP/TGR3

<400> 10

Fhe Ser Leu Lys Leu Ser Asp Thr Glu Asp Val Phe Pro Arg Arg Ala

1 5 10 15

Gly Fro Leu Glu Val Pro Ala RAsp Ser Arg Val Phe Val Gln Ala Ala

20 25 30
Leu Rla Arg Fro Ser Pro Arg Trp Gly Leu Ala Leu His Arg Cys Ser
as 40 45
Val Thr Pro Ser Ser Arg Pro Ala Pro Gly Pro Ala Leu Ala Leu Leu
50 55 &0

BRrg Glu Gly Cys Pro Rla Asp Thr Ser Val RAla Phe Pro Pro Pro Pro

65 70 ' 15 : g0

Fro Pro Ser Fro Gly Ala Ala Arg Pro BAla Arg Phe Ser Phe Arg Leu
BS a0 95

Arg Pro Wal Phe Asn Ala Ser Val Gln Phe Leu His Cys Gln Leu Ser

100 105 110
Arg Cys Arg Arg Leu Arg Gly Val Arg Arg -Ala Pro Ala Pro Leu Thr
115 120 125
Fro Pro Pro Pro Fro Pro Pro Ser Arg Cys Leuw Pro Gln Asp Glu Ala
130 135 140 .

Cys

145

<210> 11

<211> 651

<212> ADH

<213> Homo sapiens

<220>

<2915 Secuencia de nuclesStidos INSPZ15 de exones 1-4

<400 11

atgotgggca cegtgcoctget geotggoeccty ctcococcaggga tcaccacctt acccagoggg

ccacctgete ceceogttocec cgeggogeocoe ggococtgge tgogoagacc cotetteoage

ctgaagctgt cegacacaga ggacgtctit cotegoocgeg cggggocgot cgaggtooog

50

60

120
180
240
300
360
420
435

60
120
130



geoocgacagec
gecctgeaco
ctgctgegtyg
ageccogggtg
tcggtgoagt
gegoctgoge
gaggcgtgog
ctgcacacgc

gogtgttogh
gcktgcteagt
agggctgccc
cogecegeos
tocctgeoactyg
ctetgacgee
cogacactgy
tgacgeagece

ES 2368072 T3

gcaggoggoc
gacgcocogtoe
cgoogacace
cgocgegttte
ccagctgageo
geogeoogooyg
cagtggcago
tategtggte

ttggcoccgtc
tcacgeccgd
toctgtegeet
agettecgee
cgctgoogee
cogeogocat
goocgagggoc
accgtgoege

<210
<211>
<212>
<213>

<Z20>
<221>

<400>

Met
1
Leu
Trp
Val
Val
65
Ala
Pro
Ala
Arg
Leu
145
Ala
Leu

Gly

Val

Leu

Pro

Leu

FPhe

50

Fhe

Leu

Ala

Fhe

Phe

130

His

Fro

Pro

Leu

Val
210

lz2
217
PRT

Homo sapiens

Secuencia de proteina INSP2Z1L5 de exones

12
Gly Thr

Ser Gly

20

Arg
35

Arg
Pro Arg
Val Gln
His

hxrg

Rla
100

Leu

Pro Fro

115

Ser FPhe

Cys Gln

Ala Fro

Gln Rsp

180

Ala
195

Ala

Thr Val

Val Leu Leu Leu Ala Leu Leu Pro

5

Pro

Pro

Arg

Ala

Cys

85

Leu

Fro

Arg

Leun

Leu

165

Glu

Bsp

Fro

FPro

Leu

Ala

Ala

70

Ser

Leu

Fro

Leu

Ser

150

Thr

Ala

Gly

Arg

Bla

Fhe

Gly

55

Leu

Val

Arg

Pro

Arg

135

Rxrg

Pro

Cys

Pro

Pro

215

Fro

Ser

40

Pro

Ala

Thr

Glu

Pro

120

Pro

Cys

Pro

Ala

His

200

Pro

10

Pro Fhe Pro

25

Leu Lys Leu

Leu Glua Val

Ser
15

Arg Fro

Ser

40

Pro Ser

Gly Pro

105

Cys

Ser Pro Gly

Val Fhe Asn

Leu

155

Arg

Fro
170

Fro

hsp Thr Gly

185

Leur His Thr

Fro

51

cctoccageg
cocoocggggec
tococogocaco
tgocgoooeggt
gootecgggg
cgoggtgtet
tggctgetga
ggocgoccce

1-4

Gly Ile

Ala Ala Fro

30

Ser Asp Thr

45

Fro
&0

Bap

Fro Trp

Arg Pro Rla

Thr
110

Ala Asp

Ala Rla

125

Arg

Ala
140

Ser Val

hrg Gly Val

Fro Fro Ser

Ser
1390

Ser Gly

Thr Gln

205

Leu

ctggggocctg
cgeococktgget
goocgecgeog
ctteoaacgoo
agteoogoogyg
gocteaggac
cggocococcac
c

Thr
15

Thr

Ely Pro

zlu Asp

Ser Arg

Gly Leu

80

Pro
a5

Gly

Ser Val

Pro Ala

Gln Phe

Arg Arg

160

Arg
175

Cys
Ala Glu

Pro Ile

241
3
36(
42(
48(
54(
60(
651
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<210> 13

<211> 603

<212> ADN

<213 Homo sapiens

220>

221> Secuencia de nucledtidos INSPZ15 de exones 1-4 madura

<400 13

ttacccageg ggcoccacctge tocccccgtte ccegoggeoge cocggeccoctyg gotgogeaga

ccococtettea geoctgaaget gtecgacaca gaggacgtet ttectcogeoeg cgeoggggocoy

ctcgaggtec cggeocgacag cogogbgttc gtgoaggegg ccttggoceg toocctococoeg

cgetggggoe tggocctgea cocgotgotca gtgacgoogt coctcacgoocc ggoococcggod

ceogooctgg ctoctgotgeg tgagggotge cococgocgaca cotctgtoge ctteoccgoca

cogoogocgec cgagoccggg tgoocgoococgoe ccogogogtt tcagoctteccg coctgogooog

gtctteaacyg cotoggtgea gttoctgeac tgocagotga googotgocg ccogoctoocgg

ggagtcogee gggogectge goctctgacg cogoogooge ogocgoogec atcgoggtgt

ctgoecteocagg acgaggogtg cgoccgacact ggoadiggea gogocgagogg cotggotgoet

gacggoccce acctgecacac gotgacgcag cctategtgg tcacogtgoe goggocgooo

fadals

210> 14

<211> 201

212> ERT

<213=> Homo sapiens

220>

=221 Secuencia de preteina INSP21lE de excnes 1-4 madura

<400 14

Leu Pro Ser Gly Pro Pro Ala Pro Pro Phe Pro Ala Ala Pro Gly Pro

1 5 10 15

Trp Leu Arg Arg Proc Leu Phe Ser Leu Lys Leu Ser Asp Thr Glu RAsp

20 25 30
Val Phe Pro Arg Arg Ala Gly Pro Leu Glu Val Pro Ala Asp Ser Arg
35 40 45
Val Phe Val Gin Ala Ala Leu Ala Arg Pro Ser Pro Arg Trp Gly Leu
20 23 &0

ARla Leu His Arg Cys Ser Val Thr Pro Ser Ser RArg Pro Rla Pro Gly

65 10 15 a0

Pro Ala Leu Ala Leu Leu Arg Glu Gly Cys Pro Ala Asp Thr Ser Val
g5 20 95

BRla Fhe Pro Pro Pro Pro Pro Pro Ser Pro Gly Ala Ala Arg Pro Ala

100 105 110
BArg Phe Ser Phe Arg Leu Arg Pro Val Phe Asn Ala Ser Val Gln Phe
115 120 125
Leu His Cys Gln Leu Ser Arg Cys Arg Arg Leu Arg Gly Val Arg Arg
130 135 140
Ala Pro Ala Pro Leu Thr Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Ser Arg Cys
145 150 155 160

52



ES 2368072 T3

Leu Pro Gln Asp Glu Ala Cys Ala Asp Thr Gly Ser Gly Ser Ala Glu

165 170 175
ly Leu Ala Ala Asp Gly Pro His Leu His Thr Leu Thr Gln Pro Ile
1890 185 140
Wal Val Thr Val Prc Arg Pro Pro Pro
185 200
<210= 15
<211> 13
212> PRT
<213 Secuencia artificial
<220>
€993 Secuencia ligadera
<220>
221> Secuencia ligadora de proteina de fusidn
<400= 15
Glu Phe Gly Ala Gly Leu Val Leu Gly Gly Gln Phe Met
1 5 10
<210> 1a
<211> 1163
<212 ADN
<213> Secuencia prevista
<220
<p21> Secuencia de ANDc de INSP215 prevista
<400> 16
ccttgoeaag gacagggecg coctgeoccacg tgegggacct gggtgeagec cagetgghtgt
ctgcotetgge cccaaacact cocgacctcag ctggtcoccage atgeotgggea cogtgotget
gotggoeoty ctoccaggga tcaccacctt acecageggyg ccacctgote cocegtteoce
cgoggegoee ggecectgge tgogeagacce cocketteage ctgaagetgt cocgacacaga
ggacgtettt cectegeocgeog cggggocget cgaggtecog gecgacagec gegtgthtegt
gocaggcggoc ttggoccogtic coctccocccocgog ctggggoctg gecotgoaco gotgotoagh
gacgccgtcc tcacgcoccogg cococcggggoc cgoccctgget ctgetgegtg agggotgoce
cgeogacace tectgteogeoet toocgocace googocgesg agoccgggtyg cogoccocgoec
cgegegbtto agetteogee tgogecoggt ctteoaacgee togghbgoagt toctgeoactg
ccagctgage cgetgecgoc goctecocgggg agteocgocgg gogectgoge ctotgacgec
gocgoogoey ccgocgocat cgocggtgtet geoctcaggac gaggeogtgeg cogacactgg
cagtggcagc gocgagggcoc tggoctgchtga cggocccoccac ctgoacacgo tgacgoageo
tategtggte acegtgoecge ggocgocococ caggocgococ aagagtgtocc ccggceatge
agktgcgeeoct gagectoceog cgocggeocce cgeggcocctg gaaccogogo cggtgghggo
gekggtgttg geoagectteg tgeotgggege cgegetggec goocgggctgg gtctegtotg
tgcgcacteca gogococcacqg ccoctggoce gococgogaga gockcgecca gogghtocccoa
gcccaggagy tcccagtgag gaagggatgg tgogococca acatggtcocg gagatacace
cagctaccaa ttegggacca ggaccaacag gaccggaccce goctooccotgg acctoggace
tgatgaggeoc acgacccotg cgotteotcte cteccceotgt cecteccace tgtgeotcaaa
ataaacctct ggactgaccg got
<210> 17
<21l1> 993
<212> ADN
<213> Secuencia artifieial
<220

53

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
g40
00
960
1020
1080
1140
1163



<223>

<220>
<221

<400> 17
ggcacgaggce
ctcttecageo
gaggtcocgy
tggggeetgg
goocctggoto
cogocgocga
ttcaacgeet
gtecgecggy
cctcaggacy
ggooCcCcaco
aggoogocca
gecggeectgg
gegotggoeeg
coccgogagad
JUgooooCas
accggacceg
teccootgte

18
B34

<210>
<211=>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
221>

<d400> 1B
atgotgggeoa
ccacctgeto
ctgaagetgt
gocgacagoo
gooctgoace
ctgotgegtg
agccegggtyg
teggtgeagt
gogoctgegoe
gaggcgtgeg
ctgcacacge
aagagtgtcc
gaacceogege
gecegggetgg
gocktecgeoeca
<210> 19
211>
<212>
<213>

<220>
<221>

298
FRT

Proteina de fusidén

cgecagetee
tgaagetgte
ccgacagoog
ccctgeaccyg
tgctgegtga
geccgggtge
cggtgeagtt
cgechtgegec
aggcgtgege
tgecacacgct
agagtgtcce
aacccgogcco
ccgggetggg
cctegoecag
catggtcocgg
cotecoctgga
cctoceocacet

ADN
Becuencia artificial

cegtgetgeot
coccgtteocc
ccgacacaga
goghgttogt
gctgoteagt
aggactgeece
cogococogoco
tectgecactg
ctoctgacgee
cecgacactag
tgacgcageo
coggocgtge
cggtggtgge
gbctegtetg
geggtoeccea

Inserte de clon

ceegbtocee
cgacacagag
catgttogtg
ctgctecagtyg
gggctgocce
cgccogccoe
cctgoactge
tectgacgeeg
cgacactggc
gacgcagocet
cggeocgtgea
ggtggtggeg
tctegtetgt
cggtococag
agatacaccec
cctcggacect
gtgctcaaaa

Becuencia codificante de

Becuencia de nucledtidos

gctggooctg
cgcggogoccc
ggacgtettt
gcaggoggoec
gacgeogtee
cgoogacace
cgecgegtttoe
ccagctgage
gocgoogoocg
cagtggeage
tategtggte
agtgcgeocct
getggtgttg
tgcgcactca
goccaggagg

ES 2368072 T3

Inserto de ADNe en elon Image 4875922

geggegeceg goccctggoet
gacgtetttec ctcgoogogo
caggcggoct Tagococgtoc
acgccgtect cacgococcggo
gococgacacct ctagtogoctt
gocgegtttea gettecegecot
cagctgagee gotgoogococg
cogoogeoygec cgoogecate
agtggeageg ccgagggect
atcgtggtca ccgtgocgeg
gtgcgecctg agectoccge
ctggtgttgg cagccttogt
gocgcactcag cgcococacgc
coecaggaggt cccagtgagg
agcectaccaat tcgggaccag
gatgaggeca cgaccectge
taa

proteina de fusién

gcgeagacceo
ggggecgetco
ctecocogege
cecoggggece
ccocgocacog
gegoeoggto
cctecocgggga
gegatgtety
ggctgotgac
gccgoooocoo
goccggoccco
gctgggegee
ccctggoecy
aagggatggt
gaccaacagg
gettetetee

IN2FZ15 de longitud completa con

cteoccaggga teaccacctt
ggeccoctgge tgogcagace
cctegococgeg cggggcogct
ttggoecogte cotccococgeg
tcacagccococgg coccocggggoo
tetgtegect tecegecace
agettecgee tgocgocoggt
cgebtgoogec gectoeggoag
cocgecgocat cgoggtgtot
goceogaggges tggctgcotga
acegtgecge ggoogococoo
gagcctococeg cgoocggoooo
gecagectteg tgetgggege
gogocococacg ccococtggooo
tceceagecace atcaccatca

54

acccagegygg
cotetbcage
cgaggteceg
ctggggeoctyg
cgccocctaget
googocgooyg
cttecaacgee
agtcegocag
gocctocaggac
cggoccoccac
caggcocgoco
cgcggeocctyg
cgogotggoo
gococogogaga
ccat

60

120
180
2490
300
360
420
480
540
aa0
660
T20
T80
840
800
960
9393

etiqueta &HI

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
§94

Secuencia de proteina INSP215 de longitud completa con etigqueta &HIS



<400

Met

Leu

Trp

Val

Val

]

Ala

Fro

Ala

Leu

145

Ala

Leu

Gly

Val

Gly

225

Glu

Ala

His

Arg

Leu

Pro

Leu

Phe

50

Fhe

Leu

Ala

FPhe

Phe

130

His

Pro

Pro

Leu

Val

210

Arg

Pro

Ala

Ala

Arg
280

<210>
<211>

15
Gly Thr

Ser Gly
20

Arg Arg
35

Pro Arg

Val Gln

His Arg

Leu Ala
100

Fro Fro
115

Ser Fhe

Cys Gln

Ala Fro

Gln Rsp
180

Ala Ala
185

Thr Val

Ala Val

Ala Fro

Leu Ala
260

Fro Gly
275

Ser Gln

20
720

Val

Pro

Pro

Arg

Ala

Cys

85

Leu

Fro

Arg

Leu

Leu

165

Glu

Asp

Fro

Val
245
Ala

Pro

His

Leu

Ero

Leu

Ala

Ala

10

Ser

Leu

Pro

Leu

Ser

150

Thr

Ala

Gly

Arg

Pro

230

Val

Gly

Pro

His

Leu

Ala

Fhe

Gly

35

Leu

Val

Arg

Fro

Arg

135

Brg

Pro

Cys

Fro

Pro

215

Glua

BRla

Leu

Ala

His

285

ES 2368072 T3

Leu

Pra

Ser

40

Pro

Ala

Thr

Glu

Pro

120

Pro

Cys

Pro

Ala

His

200

Pro

Pro

Lenu

Gly

Arg

280

His

Lla

Pro

25

Leu

Leu

Arg

Pro

Gly

105

Ser

Val

Brg

Fro

Asp

185

Leu

Pro

Pro

Val

Leu

265

Ala

His.

Leu

10

Phe

Lys

zlu

Fro

Ser

90

Cys

Fro

Fhe

hrg

Pro

170

Thr

His

Arg

Ala

Leu

250

Val

Ser

His

55

Lau

Fro

Lew

Val

Ser

75

Ser

Fro

GlLy

Asn

Leu

155

Pro

Gly

Thr

Pro

Pro

235

Ala

Cys

Pro

Pro

Ala

Ser

Pro
&0

Ala

Ala

Ela

140

Arg

FPro

Ser

Leu

Pro

220

Lla

Ala

Ala

Ser

Gly

Ala

Asp

45

Ala

Arg

Pro

Asp

Ala

125

Ser

Gly

Pro

Gly

Thr

205

Lys

Pro

Phe

His

Gly
285

Ile

Pro

30

Thr

Asp

Trp

Als

Thr

110

Arg

Val

Yal

Ser

Ser

180

Gln

Ser

Ala

Val

Ser

270

Pro

Thr

15

Gly

GElu

Ser

Gly

Pro

a5

Ser

Pro

Gln

Rrg

Arg

175

Fro

Val

hla

Leu

255

Gln

Thr

Fro

Asp

Arg

Leu

BO

Gly

Val

Ala

Fhe

Bryg

160

Cys

Glu

Ile

Pro

Leu

240

Gly

Fro

Pro
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&0

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

<212> ADHN

<213 Secuencia codificante de proteina de fusiédn

<220> .

<p21> Secuencia de nucledtideos INSP215 extracelular con etigqueta EHIS

<4 00> 20

atgoctgggea ccgtgetget getggcecctg cteccaggga tcaccacctt acccagoggg

ccacctgete ccoccgttcce cgoggogocc ggeccotgge tgogoagace cctotbcage

ctgaagetgt ccgacacaga ggacgtettt cotcgocegeg cggggeoget cgaggteoceg

gecgacagoe goghbgttogt goaggoggoc ttggecegte cctooccgog ctggggocty

gooctgeoace gotgotcagt gacgecgtec teacgeooccgg cooccggdgcc cgoocctgget

ctgotgegty agggotgeoce cgococgacaco tectgtegeoct toccocgocacce goocgccgocy

agccoggotg ccgococgoce cgegogtttc agctteocgee tgegeoccggt ctteaacgeo

tcgotgoaght toctgoactg ccagetgage cgetgocgeo goctecgggg agbtcocgocgg

gogectgege ctetgacgoo gocgoogoog ceogocgocat cgeggtgtect goctcaggac

gaggegtgoy cogacactgg caghbggcoagoe goocgagggoc tggctgetga cggcocccoccac

ctgcacacge tgacgoagec tategbggtc accgtgoogo ggocgoocoo caggoocgooo

aagagtgtec ccggecgtge agbgegocct gagecteccg cgoaccatca ccatcaceat

<210> 21

211> 240

<212= FRT

<213> proteina de fusién

<220>

221> Secuencia de proteina INSPZ15 extracelular con etiqueta GHIS

<400> 21

Met Leu Gly Thr Val Leu Leu Leu Ala Leu Leu Pro Gly Ile Thr Thr

1 5 10 15

Leu Pro Ser Gly Pro Pro Ala Pro Pro Phe Pro Ala Ala Pro Gly Fro

20 25 30

Trp Leu Arg Arg Pro Leu Phe Ser Leu Lys Leu Ser Asp Thr Glu Asp
35 40 45

Val Phe Pro Arg Arg Ala Gly Pro Leu Glu Val Pro Ala Rsp Ser Arg

50 55 &0

Val Phe Val Gln Ala Ala Leu Ala Arg Pro Ser Pro Brg Trp Gly Leu

65 70 75 80

Ala Leu His Arg Cys Ser Val Thr Pro Ser Ser Arg Pro Ala Pro Gly

85 90 95
Ero Ala Leu Ala Leu Leu Brg Glu Gly Cys Pro Ala Asp Thr Ser Val
100 105 110

fla Pha Pro Pro Pro Pro Pro Pro Ser Pro Gly ARla Ala Arg Pro Ala
115 1z0 125

arg Phe Ser Phe Arg Leu RArg Pro Val Phe Asn Bla Ser Val Gln Phe

130 135 140

Leu His Cys Gln Leu Ser Arg Cys Arg Arg Leu Arg Gly Val Arg Arg

145 150 155 1860

Ala Pro Ala Pro Leu Thr Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Ser Arg Cys
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165 170 175

Leu Pro Gln Asp Glu Ala Cys Ala Asp Thr Gly Ser Gly Ser Ala Glu
180 185 120

Gly Leu Ala Ala &sp Gly Pro His Leu His Thr Leu Thr Gln Fro Ile
195 200 205

Val Wal Thr Val Pro Arg Pro Pro Pro Arg Fro Pro Lys Ser Val Frao
210 215 220

Gly Arg ARla Val Arg Pro Glu Pro Pro Ala His His His His His His
225 230 235 240

<210> 22

211> 19

212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220%

<223 Cebador de PCR de oligonucléotido
<220

€221> INER215-F1

<400> 22

cocaaacact cocgacctca

<210> 23

211> 15

CR12= RDH
<213> Secuencia artificial

220>
£223> Cebador de PCR de oligonucléctido

<220>
<221> INSP215-R1

<400> 23
ttecctcactg ggacctoct
<210> 24
<21l= 21

212> ADM
<213> Secuencila artificial

220>
€253 Cebador de PCR de oligonucléotido

<220>
<221 IMSP215-Flnest

=400 24
atgotgggea cogtgotagct g
<210 25
<2dll> 20

212> ADNH
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213> Secuencia artificial

<220>

<223 Cebador de PCR de oligomucléotido
220>

<221> INSPZ15-Rlnest

<400 25

ctaggacete ctggoctggg

<210> 26

<211> 20

212> ADH

<213>  gecuencia artificial

220>

£y Cebador de PCR de oligonucléctideo
<220>

<221= INSP215-F2

<400 28

cocccaaacac tococgacctoa

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

€213>  gecuencla artifieial

<220>

£223> Cebador de PCR de oligonucléotido
<220

<221 INSP215~-R2

<400 27

ageacgaagy ctgccaacac

<210 28

<211> 18

212> ADN

<213> Secuencia artificial

220>

<223 Cebador de PCRE de oligonucléctido
220>

<221> INSPZ215=F3

<400> 28 .
atgctgggea cogtgetg

<210> 28

<211> 18

212> ADN

<213> gecuencia artificial

<220>

<223 Cebador de PCR de cligonucléotido

58
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20

20
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<220>
<221>

<400
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INSPZ15-R3

29

cggegegggt tocaggge

<210>
<Z1ll>
<212>
<213>

220>
C2E23>

<220>
221>

<400>

30
20
ADN

Secuencia artificial

Cebadeor de PCR de eligonucléctide

IHNSP215-F4

30

tgogeagacc cctottecage

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

<400>

31

21

ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR de oligonucléotide

INSP215-R4

11

tgcacggeoog gggacacktet t

<210= 32

<211> 48

212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

£293s Cabador de PCR de cligenucléctide
<220>

221> INSP215-EX1

<400= 3z

ctcecaggga tcaccacctt acccageggg ccacctgote cccegtte
<210> 33

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artifieial

<220>

<223 Cabader de PCR de ecligonuclésctide
<220>

<221> INSP215-EX2

59

18

20

21
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<4 00> 33
atgctogggea cogtgetget gotggeoctg ctccocaggga tcaccaco

<Z210> 34

<211> 33

<212> ADH

213> Sacuencia artificial
<220>

223 Cebader de PCR de cligenuecléotide

<220>
<221> INSP215-EX3

<400> 34
gcaggotteog ccaccatget gggoaccgtg ctg

<210> 35

<211> 3z

<212> ADN

<213> Secuencia artifiecial
220>

=223> Cebader de PCR de cligenucléetide

<220>
<221>  INSPZ15-EX4

<400> 35
tgatggtgat ggtgctggga cctectggge tg

<210> 36

<211> s

<21li> ADN

Te213x Secuencia artificial

<220>
<223> (Cebador de PCR de oligonucléotide

<220>

<221> IN5P215 Mut FP

<400 36

cgococctgage ctoccgogea ccatcaccat caceat
<210> 37

<Z1ll> 36

<212= ADN
<213> Secuencia artifieial

<220>
<223 Cebador de PCR de oligonuecléotideo

<220>
<221> INSPZ21l5S Mut RF

<400 37
atggtgatgyg tgatggtgeg cgggaggctc agggcy

<210=> 38

60

48

33

iz

36

36



<211l>
<212>
<213>

<220>
£223>

220>
<221>

<4 00>
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37
ADN

Secuencia artifiecial

Cebador de PCR de cligonucléotide

GCP directo

3B

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggett cgocacco

<210>
<211l>
€212>
<213

<220>
£223>

<220>
<221=

<4 00>

ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtt tcaatggtga tggtgatggb g

<210>
<211>
<Z12>
<213=

<220>
223>

<220>
<221>

<400>

39

51

ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR de oligonucléotide

GCP inverso

39

40

20

ADN

Secuencia artifiecial

Cebador de PCR de ocligonucléotide

pERKL12ZF

40

geocagettgy cacttgatgt

<210
<211>
<212
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>

<400

41
20
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR de oligonucléctide

pEAK1ZR

41

gatggaggtg gacgtgtcag

<210>
<211l>
<212>
<213>

42

18

ADN

Secuencia artificial

61

37

31

20

20
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<220z
<223 Cebador de PCR de cligonucléectide

220>

<221 21M13
<400> 42
tgtaaaacga cggoccagt
<210> 43

<211> 13

<212> ADN
<213> Secuencia artifiecial

<220> . P
€393 Cebador de PCR de cligeonucléctide

<220>
221> M13IREV

<400> 43
caggaaacag chtatgacc

<210> 44

=211l> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223 Cabador de PCR de cligonucléoctide

<220>
<221> ™™
<400> 44

taatacgact cactatagg

<210 45

211> 18

<212> ADN

£213> @gZecuencia artifieial

<220>
C223> Cebador de PCR

<220
<221 T3

<400> 45
attaaccctc actaaagg

210> 46
<211> 95
<212 PRET

<213> Homo sapiens
<220>

<221> Secuencia de polipéptideos ORFX ORF250 humana SEQ ID NO:580 en
WO200058473
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<400>

Mat
1

Leu

Trp

Val

Val

€5

Ala

Leuw

Pro

Leu

Fhe

50

Ehe

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<2Z1>

<400>

Met

Arg

Ala

Pro

Leu

63

Leu

Pro

Gly

Ser
145

Gly

Gly

Arg

Phe

50

Lys

Glu

Fro

Ser

Cys

130

Fro

48
Gly

Ser

Arg

35

Pro

Val

His

47
3le
PRT

Secuencia artificial

Thr

Gly

Arg

Arg

Gln

Arg

Val

Pro

EBro

Rla

Cys
g5

Leu

Pro

Leu

Ala

Ala

T0

Ser

Homo sapiens

PROTEINA 33 EDA

47
Glu

Arg

Fhe

35

Prao

Leu

Val

Ser

Ser

115

Pro

Gly

Ser

Gly

20

Leu

Ala

Ser

Fro

Pro

100

Rrg

hla

Rla

Ala
5
Gly
Ser
RAla
Asp
Rkla
85
Arg
Fro

Rsp

RAla

Ala

Arg

FPhe

Pro

Thr

70

Asp

Trp

Ala

Thr

Rrg
150

Leu
Ala
Phe
Gly
55

Leu

Val

IFIOO&E45072.

Ala

Val

Gly

Gly

55

Glu

Ser

Gly

Pro

Ser

135

Pro

ES 2368072 T3

Leu

Pro

Ser

40

Fro

Rla

Thr

Thr

Thr

Pro

40

Fro

Asp

Leu
Gly
120

Wal

Ala

Lla

FPro

25

Leu

Len

Arg

Fro

Ala

Phe

25

Fro

Trp

Val

Val

Ala

105

Fro

Bla

Arg

Leu
10

Phe
Ly=
Glu

Fro

Ser
a0

Ser
10

Fro
Fhe
Leu
FPhe
Phe
an

Leu
Ala

Phe

Phe

63

Leu

Fro

Leu

Val

Ser

75

Ser

Leu

Gly

Fro

FPro

75

Val

His

Leu

Pro

Ser
155

Fro

Ala

Ser

Pro

60

Pro

Arg

Fhe

Gly

Ala

Arg

&0

Arg

Gl

Arg

Rla

Fro

140

Fhe

Gly
Rla
Asp

45

Ala

Pro

Gln
Leu
Fro
45

Fro
hrg
Ala
Cys
Leu
125

Pro

Arg

Ile

Fro

30

Thr

Asp

Trp

Rla

Arg

Lys

30

Fro

Leu

Ala

Bla

Ser

110

Leu

FPro

Leu

Thr
15

Gly
Glu
Ser

Gly

Fro
95

Arg
13

Gly

Fhe

Gly

Leu

95

Val

Arg

Ero

Arg

Thr

Fro

Asp

Leu
g0

Arg

Ser

Fro

Ser

Pro

80

Bla

Thr

Glu

Pro

Pro
160



Val

Pro

Asp

Leu

225

Pro

Pro

Val

Leu

Ala
305

Fhe

Arg

Fro

Thr

210

His

Arg

Ala

Leu

Val

290

Ser

hsn

Leu

Fro

195

Gly

Pro

Pro

Ala

275

Cys

Prao

Ala

Arg

130

Fro

Ser

Leu

Pro

Ala

260

Ala

Ala

Sey

Ser
165
Gly
Pro
Gly
Thr
Lys
245
Fro
Fhe

His

Gly

Val

Val

Ser

Ser

Gln

230

Ser

Ala

Val

Ser

Pro
310

Gln

Arg

Arg

Ala

215

Pro

Val

hla

Leu

Ala

285

Gln
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Fhe

Arg

Cys

200

Glu

Ila

Fro

Leu

Gly

280

Pro

Pro

Leu
Ala
185

Leu

Val
Gly
Glu
265

Ala

His

His
170
Fro
Fro
Leu
Val
ATg
250
Pro

Ala

bla

64

Cys

Ala

Gln

Ala

Thr

235

Ala

Ala

Leu

Fro

Ser
315

Gln

Pro

Lsp

Bla

220

Val

Val

Pro

Ala

Gly

300

Gln

Leun

Leu

zlu

205

Asp

Fro

Arg

Val

Ala

285

Fro

Ser
Thr
1490
Ala
Gly
Brg
Pro
Val
270

Gly

Pro

Rrg

175

Cys

Fro

Pro

Glu

255

Ala

Lien

Ala

Cys

Pro

Ala

His

Pro

240

Pro

Leu

Gly
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REIVINDICACIONES
1. Un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos tal como se describe en SEQ ID NO:8.

2. Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1 que consiste en la secuencia de aminoacidos tal como se
describe en SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:19 o SEQ ID NO:21.

3. Un polipéptido que comprende SEQ ID NO:10.

4. Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 3 que consiste en la secuencia de aminoacidos tal como se
describe en SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:19 0 SEQ ID NO:21.

5. Un polipéptido que es un fragmento o un equivalente funcional tal como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, que tiene mas de 80% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
descrita en SEQ ID NO:8, preferiblemente mas de 85%, 90%, 95%, 98% o 99% de identidad de secuencia, y
contiene un subdominio ZP/TGR3 como se encuentra en cualquiera de las secuencias de aminoacidos codificadas
por SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12 o SEQ ID NO:14.

6. Una proteina de fusion que comprende el polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
precedentes.

7. El polipéptido de la reivindicacion 6, en donde dicho polipéptido comprende una etiqueta de histidina.
8. El polipéptido de la reivindicacion 7, cuya secuencia se describe en SEQ ID NO: 19 o SEQ ID NO:21.

9. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho polipéptido comprende un
péptido sefial.

10. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 9, cuya secuencia se describe en SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:6,
SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:19 0 SEQ ID NO:21.

11. Un vector que comprende una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a4 0 6 a 10.

12. Un vector de acuerdo con la reivindicacion 11 que comprende la secuencia de acido nucleico tal como se
describe en SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:13, SEQ ID
NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 o SEQ ID NO:20.

13. Un vector de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde la molécula de acido nucleico consiste en la secuencia
de acido nucleico tal como se describe en SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9,
SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18 0 SEQ ID NO:20.

14. Una célula huésped transformada con un vector de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13.

15. Un anticuerpo que se une especificamente al subdominio ZP/TGR3 como se encuentra en cualquiera de las
secuencias de aminoacidos codificadas por SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12 o SEQ ID NO:14 del polipéptido de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

16. Un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, un vector de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 11 a 13, una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 14, un anticuerpo de acuerdo con
la reivindicacion 15, para uso en terapia o diagndstico de enfermedades.

17. Un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para uso en la unién con una proteina
que pertenece a la superfamilia de proteinas TGF-beta.
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Figura 1

! MLGTVLLLALLPGITTLPSGPPAPPFPAAPGPWLRRPLFSLKLSDTEOVEPRRAGELEVE 60

61 [H_DSRVF?QHALPJRPSPRWGLALHRCSU‘I‘PSSRPAPGPHLALLREGCFHDTSVAFPPPPPﬂ 120

121 [SPGAARPARFSFRLRPVERASVOFLACOLSRCRRLAGVRRAPAPLTPPPPPEESRCLEQD 180
181 [FACRDTGSGSAEGLAADGPHLHTLTQPIVVTVPRPPPRPPKSVEGRAVR PEPPAPAPAAL 240

*

241 EPAPVVAL VL AR EY LGARLARGLGLVCAHSAPHAPGPPARAS ESGPOFPRRSQ 292
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Figura 2

INSP215
hglt gendmico

INSF215
hgl 'E_ genu:'}mi co

INSP215
hglé_gendmico

INSFZ215
hglé_genSmico

INSP215
hglb_ genémico

INSP21S
hglé_ genémico

INSP21S
hglé_ genSmico

INSP215
hglf genémico

INSP215
hglﬁ_gendmica

INSP215
hglé_ gendmico

T43

25
2298

659
2430

95
2586

144
2733

176
282D

202
3437

226
3610

271
3745

289
3596
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MLGTVLLLALLPGITTLPEGFF B:h[get] P
acgagocogoccgasatcagecGGTATGTA  Infrdn 1 CRGCTe
ttgettttettegtoctoggee <1-----[810 2282]1-1» ¢
gogcoggggogoageccacogat c
FFPRAPGPFWLARPLFSLELSDTEDVEFRRAGPLEVPADSEVEVD

ctoggogotecacectacactgagggtcocecggoccggoggacgtge
ctocecocgogtggettgtatcacaattoggogetatecaggttta
googgeeaggoaccoogggocagecttoocgggogogoooogogy

ARLARPSPRWGLALHRCSVTPSSRPA
CAGgatgoctootgogocottgacttoog
2507]-0>cckegoocggghictaggotococoges
gogeteccgogocgogoeccagggocacgo

GTEEEGEA | Introm 2
<= [2430 :

PGPALALLEEGCEADTSYVAFPFFPPPSPGAARPARFSFRLEPVFHASVQ
cgcgcgcccggt:qgatggtccccccacgqgccgctatccccgtagtgc
cgoctottgaggocacetetoocccoogogoogoogtgtatgettaceta
ggeegtggtgecococctcocgaggggogtcocogtoocoogogoocogygy

FLHCQLSRCRELRGVREBAPAPLTPPPPPPFSR
toctocactoococoggoogogocacoccocotc
ttagatgggggtggtggocccteccococooceyg

cgooggooccaecgaccggtgtgggaggggagy

CLPQDERCADTGSGEAECLARDGEHL

GTGCGCG  Intrin 3 CAGtcoccgggtggagagagggcgggdoce
<f=-————[2B29 3358 ] -0>gtecaaacgoacggggcagtccageat

totgoggooctetoccocgogttoocog
HTLTQPIVVTVERFFF R:Rlagg] PFKSVEG
cacaccaggagoccceAGTGAGCA  Infron 4 CRGGGooaagog
actoactttctogeoee €l=s==— [3486 : 3586]-1> ccaghtcg
cggggtogooggggco goegtece

RAVRPEPFAPAFPAALEPAPVVALVLAAFVLGAALARGLGLVCRHS
cggccgocgogoggogegegggegtggtgegggegggegogtget
getgeaccoccococtaccettetttectttgeocteogtgttgoac
tagotgtoggecgogacgggggggeaccggecggooggtectgea

=:Al[gcg] PHAPGPPRRASPSGROP
GETRCCGA  Intron 5 CABCGccgogeegagtocagooe
Ll==—— [3Tde : 3942])-1> caccgoocgoocggcac
coctogogacgectoge
RRSQ
aatec
ggca
ggcg
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Figura 3

INSP215 39-98
hTGFR3_551-650

INSP215_99-154
hTGFR3_&51-710

INSF215_155-183
hTGFR3_711-728
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FSLELSDTEDVFPRRAGPLEVERDSRVFVOAALAR PEPRWGLALHRMSVT PSSRPAPGFA
FHMELYHTDLFLVEPSOGVESVEENGHVY VEVSVIHAEQELGFALQTMF ISFYSHPDRMSH
* hp* p*p hh  * h ** p p*h*phhhpp p *h*hp * h ¥ *p*

LALLREGMPADT SVAFPPPP——=-FPPSPGARRPARFSFRLEPVHNASVIFL LSERWREER
YTIIENIMPEDE SVEEY SPERVHFFIPOADMDKERFSEVERPVHNT SLILFL LTLA&TKE
hhpp ** * =& e W # ok ke hpitt* Fhl *HpEp® *p

LRGVRRAPAPLTFPPPPPPPSRELFQDE
MEKH—-—-------——POKLEKSVEPDE
hp * prhE ko
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Figura 4
1 ccttgocaag gacagggecg cctgoccacg tgogggacct gggtgcagoc cagotggtgt
61 ctgetotgge cocaaacact cogaccteoag ctggtcocage atgotgggea cogtgotget
m 1 E v 1
INSP215-F1 i
> IN5P215-Finest
INSP215-F2 >
INSP215-F2
121 gectggoostg choocaggga tcaccacctt accocagoggg ceacctgete cooccgtboco
i1 a1l 1 pg i+ttt 1 p s g ppa pp f
-»
181 ecgcocggogooo ggcococtgge tgegoagace octoctteage ctgaagotgt cocgacacaga
paapgpwlrrplf:lklsdt
INSP215-F4
241 ggacgteottt cetegeoegeg cggggeceget cgaggtococg goocgacagos gogtgttoegt
e d v £ p r r @ gp 1l e v p ads r v
301 gcaggeoggeoc ttggooccghte cctoccocogeg cbggggoctyg gocctgoaco gotgotcagt
v g a a 1 ar p s p rwaagl alh r c =
361 gacgocgtoc tcacgoocgy coccggggoe cgocchtggot ctgotgeghty agggetgeoee
vtpssrpapgpalallregc
421 ecgeegacaco toctgtogeoct toococgocacc goocgoocgocg agecegggty cogooogoan
p a 4t 8 v a £ pp pPPPFP S5 p g aaiarx
481 cgogogttte agettcogeoo tgegoceggt ctteaacgeo togghgeagt toctgeactyg
g a r f s f£f r 1 r p v £ na s v g £ 1 h
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