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ES 2377 885 T3

DESCRIPCION
Uso de antagonistas de hedgehog cinasa para inhibir la sefalizacion de hedgehog y para tratar cancer
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al nuevo uso de las cinasas hedgehog CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1,
PRKAR1A, PRKRA, TTBK2, TTK y antagonistas contra ellas para regular la sefializacion de hedgehog, y a su uso
terapéutico en diversas patologias o trastornos fisioldgicos que estan mediados, en parte, por o que resultan de
ellas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los miembros de la familia hedgehog de moléculas sefializadoras median muchos procesos de formacién del patron
de corto y largo alcance durante el desarrollo embrionario, fetal y de adulto de los invertebrados y de los
vertebrados. En drosophila melanogaster, un Unico gen hedgehog regula la formacion del patrén de los discos
segmentales e imaginales. Por el contrario, en vertebrados, una familia de genes hedgehog esta implicada en el
control de la proliferacion, diferenciacion, migracién y supervivencia de células y tejidos derivados de las tres capas
germinales, incluyendo, por ejemplo, asimetria izquierda-derecha, desarrollo del SNC, formacion del patron de
somitos y extremidades, condrogénesis, esqueletogénesis y espermogénesis.

La familia de genes hedgehog de vertebrados incluye al menos cuatro miembros o paralogos del Unico gen
hedgehog de drosophila (documentos WO 95/18856 y WO 96/17924). Tres de estos miembros, conocidos como
Desert hedgehog (Dhh), Sonic hedgehog (Shh) e Indian hedgehog (/hh), existen aparentemente en todos los
vertebrados, incluyendo peces, pajaros y mamiferos. Dhh se expresa principalmente en los testiculos, tanto en el
desarrollo embrionario del raton como en el roedor y ser humano adultos; /hh esta implicado en el desarrollo 6seo
durante la embriogénesis, y en la formacion ésea en el adulto; y Shh esta implicado en mudltiples tipos celulares
embrionarios y adultos derivados de los tres linajes. Shh se expresa en niveles elevados en el notocordio y placa
ventral mesencefalica de embriones de vertebrados en desarrollo, y dirige el destino celular en la extremidad en
desarrollo, somitos y tubo neural. Los ensayos con explantes in vitro, asi como la expresion ectopica de Shh en
animales transgénicos, muestran que Shh desempefa un papel clave en la formacién del patréon del tubo neural,
Echelard et al., (1993), Cell 75: 1417-30 (1993); Ericson et al., Cell 81: 747-56 (1995); Marti et al., Nature 375: 322-
25 (1995); Hynes et al., Neuron 19: 15-26 (1997).

La sefalizacion de hedgehog también desempeifia un papel en el desarrollo de extremidades (Krauss et al., Cell 75:
1431-44 (1993); Laufer et al., Cell 79: 1165-73 (1994); somitos (Fan y Tessier-Lavigne, Cell 79: 1175-86 (1994);
Johnson et al., Cell 79: 1165-73 (1994), pulmones (Bellusci et al., Devel. 124: 53-63 (1997) y piel (Oro et al., Science
276: 817-21 (1997). Igualmente /hh y Dhh estan implicados en el desarrollo de hueso, intestino y células germinales
(Apelqvist et al., Curr. Biol. 7: 801-804 (1997); Bellusci et al., Dev. Supl. 124: 53-63 (1997); Bitgood et al., Curr. Biol.
6: 298-304 (1996); Roberts et al., Development 121: 3163-74 (1995). Especificamente, /hh se ha visto implicado en
el desarrollo de condrocitos (Vortkamp et al., Science 273: 613-22 (1996)), mientras que Dhh desempefia un papel
clave en el desarrollo de los testiculos.

La sefializacion de hedgehog se produce a través de la interaccion de la proteina hedgehog (por ejemplo, en
mamiferos, Shh, Dhh, Ihh, colectivamente “Hh”) con el receptor de hedgehog, Patched (Pfch), y el correceptor
Smoothened (Smo). Hay dos homdlogos de mamiferos de Ptch, Ptch-1 y Ptch-2 (colectivamente “Ptch”), los cuales
son proteinas transmembranicas que cruzan 12 veces un dominio detector de esterol (Motoyama et al., Nature
Genetics 18: 104-106 (1998), Carpenter et al., P.N.A.S. (U.S.A.) 95 (23): 13630-40 (1998). La interaccion de Hh con
Ptch dispara una cascada de sefializacién que da como resultado la regulacion de la transcripcion por factores de
transcripcion de dedos de cinc de la familia Gli.

La union de Hh a Ptch libera Smoothened (Smo), una proteina transmembranica que cruza 7 veces la membrana,
acoplada a proteinas G, para activar entonces una ruta de transduccion de sefales intracelular intrincada. La
activacion de Smo conduce entonces a la sefializaciéon a través de un complejo multimolecular, incluyendo Costal2
(Cos2), Fused (Fu) y supresor de Fused (Su(Fu)), dando como resultado un transporte nuclear del factor de
transcripcion Gli. Ho et al., Curr. Opin. Neurobiol. 12: 57-63 (2002); Nybakken et al., Curr. Opin. Genet. Dev. 12: 503-
511 (2002); i Altaba et al., Nat. Rev. Neurosci. 3: 24-33 (2002). En vertebrados hay tres factores de transcripcion Gli
conocidos: Gli1, Gli2 y Gli3. Mientras que Gli1 es un activador transcripcional que es inducido universalmente en
células sensibles a Hh, Gli2 y Gli3 pueden actuar como activadores o represores de la transcripcion, dependiendo
del contexto celular. En ausencia de sefializacién de Hh, Gli3 es procesada a un represor transcripcional nuclear
mas pequefo, que carece del dominio carboxi-terminal de Gli de longitud completa. Con la activacion de Smo, se
evita la escision de la proteina Gli3, y se genera la forma de longitud completa con funciéon de activacion de la
transcripcion. Gli2 también codifica una funcion represora en su forma carboxi-terminalmente truncada, pero su
formacion no parece estar regulada por la sefializacion de Hh. Stecca et al., J. Biol. 1(2):9 (2002).

Los tumores malignos (canceres) son la segunda causa importante de muerte en los Estados Unidos de América,
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tras la cardiopatia (Boring et al., CA Cancel J. Clin. 43:7 (1993)). El cancer se caracteriza por el incremento en el
numero de células anormales, o neoplasicas, derivadas de un tejido normal, que proliferan para formar una masa
tumoral, la invasion de tejidos adyacentes por estas células tumorales neoplasicas, y la generacién de células
malignas que eventualmente se extienden via la sangre o el sistema linfatico a ganglios linfaticos regionales y a
sitios distantes via un proceso denominado metastasis. En un estado canceroso, una célula prolifera en condiciones
en las que no crecerian las células normales. El cancer se manifiesta por si mismo en una amplia variedad de
formas, caracterizadas por diferentes grados de invasividad y agresividad.

Se ha implicado a la sefializacion de hedgehog en una amplia variedad de canceres y carcinogénesis. Un ejemplo
del proceso carcinogénico es la vascularizacion. La angiogénesis, el proceso de hacer brotar nuevos vasos
sanguineos a partir de la vasculatura existente, y la arteriogénesis, la remodelacién de pequefios vasos en vasos de
conductos mas grandes, son ambos aspectos fisioldgicamente importantes del crecimiento vascular en tejidos
adultos (Klagsbrun y D’Amore, Annu. Rev. Physiol. 53: 217-39 (1991); Folkman y Shing, J. Biol. Chem. 267(16):
10931-4 (1992); Beck y D’Amore, FASEB J. 11(5): 365-73 (1997); Yancopoulos et al., Cell 93(5): 661-4 (1998);
Buschman y Scaper, J. Pathol. 190(3): 338-42 (2000)). Estos procesos de crecimiento vascular también son
necesarios para procesos beneficiosos tales como reparacion tisular, curacion de heridas, recuperacion de isquemia
tisular y ciclo menstrual. Sin embargo, también son necesarios para el desarrollo de afecciones patologicas tales
como el crecimiento de neoplasias, retinopatia diabética, artritis reumatoide, psoriasis, ciertas formas de
degeneracion macular, y ciertas patologias inflamatorias (Cherrington et al., Adv. Cancer Res. 79:1-38 (2000)). De
este modo, la inhibicion del crecimiento vascular puede inhibir la proliferacion, crecimiento, diferenciacion y/o
supervivencia celular. Puesto que se ha demostrado que Hh promueve la angiogénesis, seria de esperar que los
antagonistas de Hh poseyeran propiedades antiangiogénicas.

Las cinasas son componentes importantes de la mayoria de las rutas de sefalizacion bioldgicas, y la ruta de
sefializacion de hedgehog no es una excepcion. Se han identificado aqui ciertas cinasas necesarias para la
sefializacion de hedgehog efectiva. Como resultado, seria de esperar que las moléculas que modulan estas cinasas
modulen la sefalizacion de hedgehog, asi como traten diversas afecciones y/o trastornos en los que la sefializacion
de hedgehog es un factor determinante.

El documento WO 2004/054657 describe oligonucledtidos antisentido que estan dirigidos contra PLK1.

El documento WO 03/000873 se refiere a enfoques antisentido contra la serina/treonina proteina cinasa humana
NEK1.

Sumario de la invencion

La presente invencion se define mediante el conjunto anejo de reivindicaciones.

En particular, la presente invencion se refiere a las hedgehog cinasas CSNK1A1, GYK y PRKRA.
Todas las otras cinasas se presentan solo con fines ilustrativos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las Figuras 1 A-l muestran la secuencia de aminoacidos derivada de un polipéptido de hedgehog cinasa de
secuencia nativa CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1, PRKAR1A, PRKRA, TTBK2, TTK murino, SEC ID
NOS: 1-8, respectivamente.

Las Figuras 2 A-l muestran la secuencia nucleotidica de un ADNc que codifica una hedgehog cinasa de
secuencia nativa CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1, PRKAR1A, PRKRA, TTBK2, TTK murina,
respectivamente. Las secuencias nucleotidicas SEC ID NOS: 9-18, respectivamente, son clones designados
aqui DNA188786, DNA188624, DNA189856, DNA245262, DNA238060, DNA245338, DNA390234,
DNA395917, DNA243238, respectivamente, bajo el numero de identificacion de gen unico UNQ7109,
UNQ3289, UNQ7640, UNQ10553, UNQ3368, UNQ1101, UNQ14535, UNQ29308, UNQ13762,
respectivamente.

Las Figuras 3 A-l muestran la secuencia de aminoacidos derivada de un polipéptido de hedgehog cinasa de
secuencia nativa CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1, PRKAR1A, PRKRA, TTBK2, TTK humano, SEC ID
NOS: 19-27, respectivamente.

Las Figuras 4 A-l muestra la secuencia nucleotidica de un ADNc que codifica una hedgehog cinasa de
secuencia nativa CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1, PRKAR1A, PRKRA, TTBK2, TTK humana,
respectivamente. Las secuencias nucleotidicas SEC ID NO: 28-36, respectivamente, son clones designados
aqui DNA363066, DNA254256, DNA370652, DNA364981, DNA227497, DNA357103, DNA354038,
DNA380434, DNA269878, bajo el numero de identificacion de gen unico UNQ7109, UNQ3289, UNQ7640,
UNQ10553, UNQ3368, UNQ1101, UNQ14535, UNQ29308, UNQ13762, respectivamente.
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La Figura 5A muestra un esquema de activacion de la ruta de sefalizacién de hedgehog en el ensayo de
informador de luciferasa. En células sin estimular, Patched (Ptchl) inhibe Smoothened (Smo). Con la unién a
hedgehog (Hh), se alivia la inhibicion y Smo activado induce una ruta de transduccion de sefales,
conduciendo a la activacion de los factores de transcripcion Gli1 y Gli2, y la activacion de genes diana de
hedgehog. En el ensayo de luciferasa, se fusionaron nueve sitios de unién a Gli1/2 al informador de luciferasa
(9XGliBS-luciferasa) y se integraron en fibroblastos C3H10T1/2 murinos. De este modo, el informador
9XGliBS-luciferasa actia como una medida fiable de la induccion de la ruta de hedgehog.

La Figura 5B muestra células S12 (fibroblastos C3H10T1/2 murinos que expresan de forma estable el
informador 9XGliBS-luciferasa); la transfeccion de un ARNip de control no seleccionador de diana no afecta a
la capacidad de las células para responder a hedgehog, como se mide mediante induccién de luciferasa. Por
el contrario, las células transfectadas con los ARNip frente a Smo evitan la capacidad de las células para
responder al estimulo de hedgehog. Las células S12 se transfectaron con ARNs y se trataron con 200 ng/ml
de Sonic Hedgehog modificado con octilo (O-Shh) recombinante, sesenta y seis horas después de la
transfeccion. Los niveles de proteina Smo (panel interno) se monitorizaron usando un anticuerpo (14A5) que
detecta la cola de COOH de Smo.

La Figura 5C muestra un disefio de presentacion de la identificacion del cinoma de ARNip de hedgehog. 3248
ARNip seleccionan como diana 812 genes (4 ARNip/diana) que consisten en todas las cinasas y proteinas
reguladoras de cinasas murinas. Se afiadio reactivo de transfeccion a las placas y se dejo incubar durante 20
minutos. Entonces se sembraron células S12 a 11.000 células/pocillo. Sesenta y seis horas después de la
transfeccion, se afiadieron 200 ng/ml de O-Shh para inducir la ruta de hedgehog. La produccion de luciferasa
se midié después de 24 horas.

La Figura 5D es un analisis grafico de la identificacion sistematica de ARNip del cinoma. Los coeficientes de
correlacion (valor r) entre réplicas indican que la identificacion sistematica de ARNip fue reproducible. Las
puntuaciones de placas individuales se representaron graficamente frente a placas replicadas para células
tanto no tratadas como tratadas con Hh.

La Figura 5E es una grafica de dispersion para una identificacion individual. Los valores brutos de luciferasa
se convirtieron en logaritmo natural (LN). Para comparar entre diferentes placas, los valores de LN se
normalizaron al ARNip no seleccionador de diana promediado en cada placa. Los valores normalizados se
promediaron entonces entre réplicas de placas, y se calculdé una puntuacion de tratamiento “Hh” menos “no
Hh” para cada ARNip individual. Se muestra una grafica de dispersion en la que las puntuaciones del
tratamiento “Hh” menos “no Hh” se representan graficamente en el eje Y, y los 3248 ARNip correspondientes
se representan graficamente en el eje X. Los ARNip que puntuaron fuera de 1,5 desviaciones estandar de la
media de todos los ARNip en la libreria se consideraron aciertos potenciales.

La Figura 6A es una validacion de estos aciertos mediante correlacion de luciferasa para Hh con la
desactivacion de ARNm. Para validar el potencial his, se volvieron a ensayar los cuatro ARNip para cada gen
correspondiente en el ensayo de luciferasa para Hh. Como control negativo se usé un ARNip no
seleccionador de diana. Las lineas con punto de diamante representan valores de luciferasa para Hh (como
un porcentaje de células tratadas con ARNip no seleccionador de diana) tras la estimulacién con Shh. Las
lineas con puntos cuadrados representan la desactivacion de ARNm correspondiente (como un porcentaje de
células tratadas con ARNip no seleccionador de dianas) segun se mide mediante qRT-PCR usando
cebadores especificos de los genes y Rp119 como referencia. El panel superior es la categoria de “2
aciertos”, en la que se encontré que 2 de 4 ARNip afectan a la sefalizacién de Hh, mientras que el panel
inferior es la categoria de “> 3 aciertos”, en la que se encontraron al menos 3 ARNip que afectan a la
sefializacion de Hh. Los cuadrados sefialados en gris claro son genes en los que los 4 ARNip
correspondientes mostraron correlacion entre luciferasa para Hh y la desactivacion de ARNm.

La Figura 6B es una grafica de barras que demuestran que los aciertos candidatos son especificos de la
sefializacion de Hh. La transfeccion de células S12 usando ARNip reunidos indica que la mayoria de los
genes candidatos (con la excepcion de Pak6 y Scyl1) reducen Hh-luciferasa, a la vez que mantienen el nivel
de desactivacion de ARNm.

La Figura 6C es una grafica de barras que muestra que los ARNip reunidos no afectan a SV40-luciferasa,
sugiriendo que los genes candidatos son especificos de la sefializacion de Hh.

La Figura 6D es una grafica de barras que muestra que los genes candidatos afectan a la activacion de los
genes diana de Hh enddgenos Gli1 y Ptch1 mediante analisis de gqRT-PCR.

La Figura 7A es un experimento de epistasia de células tratadas con ARNip reunidos que seleccionan como
diana los 9 genes candidatos, junto con la expresion de SMOM2 (mutante de Smo constitutivamente activo),
que indica que 4 de los genes actian en direccion 5’ de Smo, mientras que 5 actuan en direccién 3’ de Smo.
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Se muestra la media y la desviacién estandar (SD) para tres experimentos independientes.

La Figura 7B es un analisis de epistasia de células tratadas con ARNip reunidos que seleccionan como diana
los 9 genes candidatos junto con la expresion de GLI1, que indica que todos los aciertos actuan en direccion
5’ de Gli1. Se muestra la media y la desviacion estandar (SD) para tres experimentos independientes.

La Figura 7C es un analisis de epistasia que usa experimentos de ARNib doble con genes candidatos y Gli3,
que indica que los 9 candidatos actdan en direccion 5’ de Gli3. Se muestra la media y desviaciéon estandar
(SD) para tres experimentos independientes.

La Figura 7D es un modelo grafico que resume donde actua probablemente cada una de las 9 cinasas
candidatas en la ruta de Hh de mamiferos. CSNK1A1, GYK, NEK1 y TTK actian probablemente en direccién
5’, mientras que CDC2L1, PLK1, PRKAR1A, PRKRA y TTBK2 actuan probablemente en direccion 3’ de Smo.
Todos los candidatos actuan en direccién 5’ de los factores de transcripcion Gli.

La Figura 7E son fotografias de un conjunto de células IMCD3 murinas transfectadas establemente que
expresan ARNhc de control (panel inferior) o ARNhc de NEK1 (panel superior) tefiidas con anticuerpo anti-
tubulina acetilada para visualizar cilios (rojo), o con DAPI para visualizar los nucleos (azul). Se aplanaron 2 a
4 um de secciones Opticas obtenidas de la superficie apical de las células, y se inclinaron para la
presentacion.

La Figura 8A es una representacion de un calculo del factor Z de 0,61, que indica que el ensayo de ARNi fue
robusto. Para calcular el factor Z para la identificacion, se calculé una media y la desviacion estandar para las
células transfectadas con ARNip no seleccionador de dianas o ARNip de Smo. El calculo del factor Z se midio
usando la férmula: factor Z = 1-[3 (cp + on)/|up - Hall-

La Figura 8B demuestra que NEK1 tiene un papel en la formacién de cilios. Células IMCD3 murinas
transfectadas de forma estable, que expresan ARNhc de control o ARNhc de NEK1, se tifieron con anticuerpo
anti-tubulina acetilada para visualizar los cilios. La grafica representa el porcentaje de células con un cilio
primario en células de control o tratadas con ARNhc de NEK1. Las barras de error representan el promedio
de tres recuentos independientes, que fueron n = 300.

La Figura 8C muestra la coexpresion del constructo de expresion de NEK1 marcado con V5 junto con pSuper
0 pSuper-NEK1 en células HEK293. pSuper-NEK1 es capaz de inhibir la expresion de la proteina NEK1-V5
en comparacion con pSuper solo.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
. Sumario

La presente invencion se refiere al descubrimiento de que las rutas de transduccion de sefales reguladas por la
sefializacion de hedgehog (por ejemplo, hedgehog, patched, smoothened, fused, supresor de fused, efc.) pueden
ser inhibidas, al menos en parte, antagonizando la actividad de ciertas cinasas que son activas en la ruta de
sefializacion de hedgehog.

De este modo, se contempla especificamente que los antagonistas de hedgehog cinasas identificados aqui
interferiran con la actividad de transduccion de sefiales de hedgehog, e igualmente seran capaces de cambiar el
destino de una célula o tejido que se ve afectada por la sefalizacion de hedgehog, tal como células que sufren el
desarrollo normal o estados enfermos y se caracterizan por la sefalizacion aberrante de hedgehog. Mas
especificamente, tal sefalizacion de hedgehog puede ocurrir (i) como sefializacion de hedgehog de tipo salvaje, o (ii)
resultado de la hiperactivacion de la ruta de hedgehog. Los trastornos que resultan de la hiperactivacion de la ruta
de hedgehog se pueden atribuir a mutaciones que surgen en componentes de la sefializacién de hedgehog, o a la
activacion o estimulacién inapropiada que no resulta de una mutacién o lesién en un componente de sefializacion de
hedgehog. Por lo tanto, es deseable tener un método para identificar aquellas células en las que la ruta de hedgehog
es hiperactiva, de forma que el tratamiento con antagonistas de hedgehog cinasas se puede seleccionar
eficientemente como diana. Un experto en la técnica reconocera faciimente que los antagonistas de hedgehog
cinasas son adecuados para el tratamiento de afecciones o trastornos caracterizados por sefializaciéon hiperactiva de
hedgehog, asi como para modificar el destino celular durante el desarrollo mediante supresién de la concentracion
de hedgehog.

1. Definiciones

Una hedgehog cinasa de la invencion se selecciona de CSNK1A1, GYK y PPKRA. Todas las otras cinasas son con
fines ilustrativos solamente.

Un “polipéptido de hedgehog cinasa CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1, PRKAR1A, PRKRA, TTBK2, TTK", o
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“polipéptido de CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1, PRKAR1A, PRKRA, TTBK2, TTK", incluye tanto
“polipéptidos de hedgehog cinasa de secuencia nativa CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1, PRKAR1A, PRKRA,
TTBK2, TTK” y “variantes polipeptidicas de hedgehog cinasas CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1, PRKAR1A,
PRKRA, TTBK2, TTK”, como se describe mas abajo.

Un “polipéptido de hedgehog cinasa CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1, PRKAR1A, PRKRA, TTBK2, TTK de
secuencia nativa” comprende un polipéptido que tiene la misma secuencia de aminoacidos que el polipéptido de
hedgehog cinasa CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1, PRKAR1A, PRKRA, TTBK2, TTK correspondiente
derivado de la naturaleza. Tales secuencias de hedgehog cinasas de secuencia nativa se pueden aislar de la
naturaleza, o se pueden producir mediante medios recombinantes o sintéticos. La expresion “polipéptido de
hedgehog cinasas CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1, PRKAR1A, PRKRA, TTBK2, TTK de secuencia nativa”
engloba especificamente formas truncadas de origen natural, formas variantes de origen natural (por ejemplo,
formas empalmadas alternativamente) y variantes alélicas de origen natural del polipéptido. En un aspecto
especifico, los polipéptidos de hedgehog cinasas de secuencia nativa descritos aqui son polipéptidos de secuencia
nativa madura o de longitud completa que corresponden a la secuencia citada en las Figuras 1 y 3. Esta secuencia
se denomina aqui especificamente con el nombre comun CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1, PRKAR1A,
PRKRA, TTBK2, TTK, con la secuencia murina denominada como DNA189856, DNA245262, DNA243238,
DNA395917, y la secuencia humana como DNA370652, DNA364981, DNA269878, DNA380434.

“Variante polipeptidica de hedgehog cinasas CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1, PRKAR1A, PRKRA, TTBK2,
TTK” significa un polipéptido de hedgehog cinasas CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1, PRKAR1A, PRKRA,
TTBK2, TTK, preferiblemente sus formas activas, como se define aqui, que tienen al menos alrededor de 80% de
identidad de secuencia de aminoacidos con una secuencia de polipéptido de hedgehog cinasas de secuencia nativa
de longitud completa, como se describe aqui, y sus formas variantes que carecen del péptido sefial, un fragmento
que comparte la actividad de hedgehog cinasa de la secuencia nativa de longitud completa, o cualquier otro
fragmento de un polipéptido de hedgehog cinasas de secuencia nativa de longitud completa, tales como los citados
aqui. Tales polipéptidos variantes incluyen, por ejemplo, polipéptidos en los que se afiaden, o se suprimen, uno o
mas restos de aminoacidos en los términos N o C de la secuencia de aminoacidos nativa de longitud completa. En
un aspecto especifico, tales polipéptidos variantes tendran al menos alrededor de 80% de identidad de secuencia de
aminoacidos, como alternativa al menos alrededor de 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o0 99% de identidad de secuencia de aminoacidos, con un polipéptido de
secuencia polipeptidica de hedgehog cinasas de secuencia nativa de longitud completa, como se describe aqui, y
sus formas variantes que carecen del péptido sefal, un fragmento que comparte la actividad de hedgehog cinasa de
la secuencia nativa de longitud completa, o cualquier otro fragmento de un polipéptido de hedgehog cinasas de
secuencia nativa de longitud completa tal como los descritos aqui. En un aspecto especifico, tales polipéptidos
variantes variaran al menos alrededor de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
125, 150, 200, 250, 300 o mas restos de aminoacidos en longitud con respecto al polipéptido de secuencia nativa
correspondiente. Como alternativa, tales polipéptidos variantes no tendran mas de una sustitucién de aminoacidos
conservativa en comparacion con la secuencia polipeptidica nativa correspondiente, como alternativa no mas de 2,
3,4,5,6,7, 8,9, 6 10 sustituciones conservativas de aminoacidos en comparacién con la secuencia polipeptidica
nativa.

“Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos” con respecto a las secuencias polipeptidicas de
hedgehog cinasas CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1, PRKAR1A, PRKRA, TTBK2, TTK identificadas aqui se
define como el porcentaje de restos de aminoacidos en una secuencia candidata que son idénticos a los restos de
aminoacidos en la secuencia polipeptidica de hedgehog cinasas CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1,
PRKAR1A, PRKRA, TTBK2, TTK especifica, después de alinear las secuencias e introducir los saltos, si es
necesario, para lograr el porcentaje maximo de identidad de secuencia, y sin considerar ninguna sustitucion
conservativa como parte de la identidad de secuencia. El alineamiento con el fin de determinar el porcentaje de
identidad de secuencia de aminoacidos se puede lograr de diversas maneras que estan dentro de la pericia en la
técnica, por ejemplo usando software de ordenador disponible publicamente tal como el software BLAST, BLAST-2,
ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la técnica pueden determinar los parametros apropiados para medir
el alineamiento, incluyendo cualesquiera algoritmos necesarios para lograr el alineamiento maximo a lo largo de la
longitud completa de las secuencias que se comparan. Para los fines aqui, sin embargo, los valores del % de
identidad de secuencia de aminoacidos se generan usando el programa de ordenador de comparacion de
secuencias ALIGN-2, en el que se proporciona el cédigo de fuente completa para el programa ALIGN-2 autorizado
por Genentech, Inc. y que se presentd con documentacion de usuario en la U.S. Copyright Office, Washington D.C.,
20559, en la que esta registrado con el numero de registro de la U.S. Copyright TXU510087. El programa ALIGN-2
esta publicamente disponible de Genentech, Inc., South San Francisco, California. El programa ALIGN-2 se deberia
compilar para uso en un sistema operativo UNIX, preferiblemente UNIX V4.0D digital. Todos los parametros de
comparacion de secuencias se ajustan mediante el programa ALIGN-2, y no varian.

“Polinucledtido variante de hedgehog cinasas CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1, PRKAR1A, PRKRA, TTBK2,
TTK” o “secuencia de acido nucleico variante de hedgehog cinasas CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1,
PRKAR1A, PRKRA, TTBK2, TTK” significa una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de hedgehog
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cinasas, preferiblemente formas activas del mismo, como se define aqui, y que tiene al menos alrededor de 80% de
identidad de secuencia de acido nucleico con una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia
polipeptidica de hedgehog cinasas de secuencia nativa de longitud completa identificada aqui, o cualquier otro
fragmento de la secuencia polipeptidica de hedgehog cinasas de longitud completa respectiva como se identifica
aqui (tales como aquellas codificadas por un acido nucleico que representa sélo una porcion de la secuencia
codificante completa para un polipéptido de hedgehog cinasas de longitud completa). De forma normal, tales
polinucleétidos variantes tendran al menos alrededor de 80% de identidad de secuencia de acido nucleico, como
alternativa al menos alrededor de 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de identidad de secuencia de acido nucleico, codificando una secuencia de acido
nucleico la secuencia polipeptidica de hedgehog cinasas de secuencia nativa de longitud completa respectiva o
cualquier otro fragmento de la secuencia polipeptidica de hedgehog cinasas de longitud completa respectiva
identificada aqui. Tales polinucleétidos variantes no engloban la secuencia nucleotidica nativa.

Normalmente, tales polinucleétidos variantes varian al menos alrededor de 50 nucleétidos en longitud con respecto
al polipéptido de secuencia nativa; como alternativa, la variacién puede ser al menos alrededor de 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190,
195, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, 390, 400, 410,
420, 430, 440, 450, 460, 470, 480, 490, 500, 510, 520, 530, 540, 550, 560, 570, 580, 590, 600, 610, 620, 630, 640,
650, 660, 670, 680, 690, 700, 710, 720, 730, 740, 750, 760, 770, 780, 790, 800, 810, 820, 830, 840, 850, 860, 870,
880, 890, 900, 910, 920, 930, 940, 950, 960, 970, 980, 990, o 1000 nucledtidos en longitud, en la que en este
contexto la expresiéon “alrededor de” significa la longitud de la secuencia nucleotidica citada mas o menos 10% de
aquella longitud citada.

“Porcentaje (%) de identidad de secuencia de acido nucleico” con respecto a secuencias de acido nucleico que
codifican el polipéptido de hedgehog cinasas CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1, PRKAR1A, PRKRA, TTBK2,
TTK identificadas aqui se define como el porcentaje de nucledtidos en una secuencia candidata que son idénticos a
los nucledtidos en la secuencia de acido nucleico de hedgehog cinasas de interés, respectivamente, después de
alinear las secuencias e introducir los saltos, si es necesario, para lograr el porcentaje maximo de identidad de
secuencia. El alineamiento, para los fines de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de acido nucleico,
se puede lograr de diversas maneras que estan dentro de la pericia en la técnica, por ejemplo usando software de
ordenador disponible publicamente, tales como el software BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Para
los fines aqui, sin embargo, los valores de % de identidad de secuencia de acido nucleico se generan usando el
programa de ordenador de comparacion de secuencias ALIGN-2 que fue autorizado por Genentech, Inc. y que se
present6é con la documentacion de usuario en la U.S. Copyright Office, Washington D.C., 20559, en la que esta
registrado con el ndmero de registro de la U.S. Copyright TXU510087. El programa ALIGN-2 esta publicamente
disponible de Genentech, Inc., South San Francisco, California. El programa ALIGN-2 se deberia compilar para uso
en un sistema operativo UNIX, preferiblemente UNIX V4.0D digital. Todos los parametros de comparacion de
secuencias se ajustan mediante el programa ALIGN-2, y no varian.

En las situaciones en las que se emplea ALIGN-2 para las comparaciones de secuencias de acidos nucleicos, el %
de identidad de secuencia de acido nucleico de una secuencia de acido nucleico dada C para, con, o frente a una
secuencia de acido nucleico dada D (que se puede definir alternativamente como una secuencia de acido nucleico C
dada que tiene o comprende un cierto % de identidad de secuencia de acido nucleico para, con, o frente a una
secuencia de acido nucleico D dada) se calcula segun lo siguiente:

100 veces la fraccion W/Z

en la que W es el numero de nucleétidos puntuados como emparejamientos idénticos por el programa de
alineamiento de secuencias ALIGN-2 en ese alineamiento del programa de C y D, y en la que Z es el niumero total
de nucledtidos en D. Se apreciara que cuando la longitud de la secuencia de acido nucleico C no es igual a la
longitud de la secuencia de acido nucleico D, el % de identidad de secuencia de acido nucleico de C a D no sera
igual al % de identidad de secuencia de acido nucleico de D a C. Como ejemplos de célculos del % de identidad de
secuencia de acido nucleico, las Tablas 3 y 4 demuestran cémo calcular el % de identidad de secuencia de acido
nucleico de la secuencia de acido nucleico designada “ADN de comparacién” con la secuencia de acido nucleico
designada “REF-DNA”, en la que “REF-DNA” representa una secuencia de acido nucleico hipotética de interés que
codifica hedgehog cinasas, “ADN de comparacion” representa la secuencia nucleotidica de una molécula de acido
nucleico frente a la cual se estd comparando la molécula de acido nucleico “REF-DNA” de interés, y “N”, “L” y “V”
representan cada uno diferentes nucledtidos hipotéticos. Excepto que se sefiale especificamente de otro modo,
todos los valores de % de identidad de secuencia de acido nucleico usados aqui se obtienen como se describe en el
parrafo inmediatamente anterior, usando el programa de ordenador ALIGN-2.

En otras realizaciones, los polinucledtidos variantes de hedgehog cinasas son moléculas de acido nucleico que
codifican polipéptidos de hedgehog cinasas, y que son capaces de hibridarse, preferiblemente en condiciones
restrictivas de hibridacion y de lavado, a secuencias nucleotidicas que codifican un polipéptido de hedgehog cinasas
de longitud completa, como se describe aqui. Tales polipéptidos variantes pueden ser aquellos que son codificados
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por tales polinucleétidos variantes.

“Aislado”, cuando se usa para describir los diversos polipéptidos de hedgehog cinasas descritos aqui, significa
polipéptido que se ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de su entorno natural. Los
componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que interferirian tipicamente con usos de
diagnéstico o terapéuticos para el polipéptido, y pueden incluir enzimas, hormonas, y otros solutos proteinosos o no
proteinosos. En realizaciones preferidas, tales polipéptidos se purificaran (1) hasta un grado suficiente para obtener
al menos 15 restos de la secuencia de aminoacidos N-terminal o interna mediante uso de un secuenciador de copa
giratoria, o (2) hasta una homogeneidad mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras o reductoras usando
azul de Coomassie o, preferiblemente tincion con plata. Tales polipéptidos aislados incluyen los polipéptidos
correspondientes in situ en células recombinantes, puesto que no estara presente un componente del polipéptido de
hedgehog cinasas de su entorno natural. De forma normal, sin embargo, tales polipéptidos aislados se prepararan
mediante al menos una etapa de purificacion.

El término “hedgehog” o “polipéptido de hedgehog” (Hh) se usa aqui para referirse genéricamente a cualquiera de
los homologos de mamifero del hedgehog de Drosophila, es decir, Sonic hedgehog (Shh), Desert hedgehog (Dhh) o
Indian hedgehog (lhh). El término se puede usar para describir proteina o acido nucleico.

» oo«

Las expresiones “ruta de sefalizacion de hedgehog”, “ruta de hedgehog” y “ruta de transducciéon de sefales de
hedgehog”, como se usan aqui, se refieren de forma intercambiable a la cascada de sefializacion mediada por
hedgehog y sus receptores (por ejemplo, patched, patched-2) y que da como resultado cambios de expresion génica
y otros cambios fenotipicos tipicos de la actividad de hedgehog. La ruta de hedgehog se puede activar en ausencia
de hedgehog mediante activacion de un componente aguas abajo (por ejemplo, sobreexpresion de Smoothened o
transfecciones con mutantes Smoothened o Patched para dar como resultado la activacién constitutiva de la
sefializacion de hedgehog en ausencia de hedgehog). Los factores de transcripcion de la familia Gli se usan a
menudo como marcadores o indicadores de la activacion de la ruta de hedgehog.

La expresion “componente de sefializacion de Hh” se refiere a productos génicos que participan en la ruta de
sefalizacion de Hh. Un componente de sefializacion de Hh frecuentemente afecta de manera material o sustancial la
transmision de la sefial de Hh en células o tejidos, afectando de ese modo los niveles de expresion génica aguas
abajo y/u otros cambios fenotipicos asociados con la activacion de la ruta de hedgehog.

Cada componente de sefalizacion de Hh, que depende de su funcién bioldgica y afecta al resultado final de la
activacion o expresion génica aguas abajo, se pueden clasificar como reguladores positivos o negativos. Un
regulador positivo es un componente de sefalizacion de Hh que afecta positivamente a la transmisién de la sefial de
Hh, es decir, estimula sucesos bioldgicos aguas abajo cuando esta presente Hh. Un regulador negativo es un
componente de sefalizacion de Hh que afecta negativamente la transmision de la sefial de Hh, es decir, inhibe
sucesos biolégicos aguas abajo cuando esta presente Hh.

La expresion “ganancia de funcion de hedgehog” se refiere a una modificacion o mutacién aberrante de un
componente de sefializacion de hedgehog (por ejemplo, ptch, Smo, Fused, Su(fu), Cos-2, etc.) o una disminucion (o
pérdida) en el nivel de expresion para tal gen, que da como resultado un fenotipo que se asemeja a poner en
contacto una célula con una proteina hedgehog, por ejemplo, activacion aberrante de una ruta de hedgehog. La
ganancia de funcién puede incluir una pérdida de la capacidad del producto génico ptch para regular el nivel de
expresion de los factores de activacion de la transcripcion Gli1, Gli2 y/o Gli3. La expresion “ganancia de funcion de
hedgehog” también se usa aqui para referirse a cualquier fenotipo celular similar (por ejemplo, que muestra
proliferacion excesiva) que se produce debido a una alteracidon en cualquier parte en la ruta de transduccion de
sefiales de hedgehog, incluyendo, pero sin limitarse a, una modificacion o mutacion de la propia hedgehog. Por
ejemplo, una célula tumoral con una tasa anormalmente elevada de proliferacion para la activacion de la ruta de
sefializacion de hedgehog tendria un fenotipo de “ganancia de funcion de hedgehog”, incluso si hedgehog no esta
mutada en esa célula.

Un acido nucleico que codifica un polipéptido de hedgehog cinasas “aislado” es una molécula de acido nucleico que
se identifica y se separa de al menos una molécula de acido nucleico contaminante con la que esta normalmente
asociada en la fuente natural del acido nucleico que codifica el polipéptido. Cualquiera de la tal molécula de acido
nucleico aislada anterior es distinta en la forma o escenario en la que se encuentra en la naturaleza. Por lo tanto,
cualquiera de tales moléculas de acido nucleico se distinguen de la molécula de acido nucleico especifica que
codifica el polipéptido como existe en células naturales.

La expresion “secuencias de control” se refiere a secuencias de ADN necesarias para la expresion de una secuencia
codificante operablemente enlazada en un organismo hospedante particular. Las secuencias de control son
adecuadas para procariotas, por ejemplo, incluyen un promotor, opcionalmente una secuencia operadora, y un sitio
de union de ribosoma. Se sabe que las células eucariotas utilizan promotores, sefiales de poliadenilacion, y
potenciadores.

El acido nucleico esta “enlazado operablemente” cuando se coloca en una relacion funcional con otra secuencia de
8
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acido nucleico. Por ejemplo, el ADN para un lider secretor o presecuencia esta enlazado operablemente a ADN para
un polipéptido si es expresado como una preproteina que participa en la secrecion del polipéptido; un promotor o
potenciador esta enlazado operablemente a una secuencia codificante si afecta a la transcripcion de la secuencia; o
un sitio de union del ribosoma esta enlazado operablemente a una secuencia codificante si esta situado de manera
para facilitar la traduccion. Generalmente, “operablemente enlazado” significa que las secuencias de ADN que se
enlazan son contiguas, y, en el caso de un lider secretor, contiguas y en fase de lectura. Sin embargo, los
potenciadores no tienen que ser contiguos. El enlazamiento se logra mediante ligamiento en sitios de restriccion
convenientes. Si tales sitios no existen, se usan los adaptadores o ligadores oligonucleotidicos sintéticos segun la
practica convencional.

La “restriccion” de reacciones de hibridacion es faciimente determinable por un experto en la técnica, y generalmente
es un calculo empirico que depende de la longitud de la sonda, temperatura de lavado, y concentracion salina. En
general, las sondas mas largas requieren mayores temperaturas para el apareamiento apropiado, mientras que
sondas mas cortas necesitan menores temperaturas. La hibridacion depende generalmente de la capacidad del ADN
desnaturalizado para volverse a aparear cuando estan presentes hebras complementarias en un entorno por debajo
de su temperatura de fusion. Cuanto mayor es el grado de homologia deseada entre la sonda y la secuencia
hibridable, mayor es la temperatura relativa que se puede usar. Como resultado, se concluye que mayores
temperaturas relativas tenderian a hacer a las condiciones de reaccidon mas restrictivas, mientras que temperaturas
mas bajas las hacen menos. Para detalles adicionales y una explicacion de la restriccion de reacciones de
hibridacion, véase Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995).

“Condiciones restrictivas” o “condiciones muy restrictivas”, como se define aqui, se pueden identificar por aquellas
que: (1) emplean una baja fuerza ionica y temperatura elevada para el lavado, por ejemplo 0,015 M de cloruro de
s0dio/0,0015 M de citrato de sodio/0,1% de dodecilsulfato de sodio a 50°C; (2) emplean durante la hibridaciéon un
agente desnaturalizante, tal como formamida, por ejemplo 50% (v/v) de formamida con 0,1% de seroalbdmina
bovina/0,1% de Ficoll/0,1% de polivinilpirrolidona/50 mM de tampén de fosfato de sodio a pH 6,5 con 750 mM de
cloruro de sodio, 75 mM de citrato de sodio a 42°C; o (3) hibridacién toda la noche en una disolucién que emplea
50% de formamida, 5 x SSC (0,75 M de NaCl, 0,075 M de citrato de sodio), 50 mM de fosfato de sodio (pH 6,8),
0,1% de pirofosfato de sodio, 5 x de disolucién de Denhardt, ADN de esperma de salmén tratado con ultrasonidos
(50 pg/ml), 0,1% de SDS, y 10% de sulfato de dextrano a 42°C; cada uno seguido de un lavado inicial durante 10
minutos a 42°C en 0,2 x SSC (cloruro de sodio/citrato de sodio) seguido de un lavado muy restrictivo durante 10
minutos que consiste en 0,1 x SSC que contiene EDTA a 55°C.

Las “condiciones moderadamente restrictivas” se pueden identificar como se describe por Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, New York: Cold Spring Harbor Press, 1989, e incluye el uso de disolucion
de lavado y condiciones de hibridacion (por ejemplo, temperatura, fuerza idnica y % de SDS) menos restrictivas que
las descritas anteriormente. Un ejemplo de condiciones moderadamente restrictivas es la incubacion durante toda la
noche a 37°C en una disolucion que comprende: 20% de formamida, 5 x SSC (150 mM de NaCl, 15 mM de citrato
trisddico), 50 mM de fosfato de sodio (pH 7,6), 5 x disolucion de Denhardt, 10% de sulfato de dextrano, y 20 mg/ml
de ADN de esperma de salmon cortado desnaturalizado, seguido del lavado de los filtros en 1 x SSC a alrededor de
37-50°C. El experto normal reconocera cémo ajustar la temperatura, fuerza iénica, efc., segun sea necesario para
adecuar factores tales como longitud de la sonda y similares.

La expresion “epitopo etiquetado”, cuando se usa aqui, se refiere a un polipéptido quimérico que comprende un
polipéptido de hedgehog cinasas o un agente de union a hedgehog cinasas fusionado a un “polipéptido de etiqueta”.
El polipéptido de etiqueta tiene suficientes restos para proporcionar un epitopo frente al cual se puede obtener un
anticuerpo, aunque es suficientemente corto de manera que no interfiere con la actividad del polipéptido con el que
se funde. El polipéptido de etiqueta preferiblemente también es suficientemente Gnico, de manera que tal anticuerpo
no reacciona sustancialmente de forma cruzada con otros epitopos. Los polipéptidos de etiqueta adecuados tienen
generalmente al menos seis restos de aminoacidos, y habitualmente entre alrededor de 8 y 50 restos de
aminoacidos (preferiblemente, entre alrededor de 10 y 20 restos de aminoacidos).

“Activo” o “actividad”, para los fines aqui, se refiere a la forma o formas de polipéptidos de hedgehog cinasas que
retienen una actividad bioldgica y/o inmunolégica del polipéptido de hedgehog cinasa nativo o de origen natural, en
el que la actividad “bioldgica” se refiere a una funcion bioldgica (ya sea inhibidora o estimulante) provocada por una
hedgehog cinasa nativa o de origen natural distinta de la capacidad para inducir la produccion de un anticuerpo
contra un epitopo antigénico poseido por un polipéptido de hedgehog cinasa nativo o de origen natural, y una
actividad “inmunolégica” se refiere a la capacidad para inducir la produccion de un anticuerpo contra un epitopo
antigénico poseido por un polipéptido de hedgehog cinasa nativo o de origen natural. Un polipéptido de hedgehog
cinasa activo, como se usa aqui, es un antigeno que es expresado diferencialmente, ya sea desde una perspectiva
cualitativa o cuantitativa, en un tumor de glioma, con relaciéon a su expresion en tejido similar que no esta afectado
con el glioma.

“Tratar” o “tratamiento” o “alivio” se refiere tanto al tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas o
preventivas, en los que el objeto es evitar o ralentizar (reducir) la progresién de una enfermedad. “Diagnosticar’ se
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refiere al proceso de identificar o determinar las caracteristicas distintivas de una enfermedad o tumor. El proceso de
diagnostico también se expresa algunas veces como estadificacion o clasificacion tumoral basado en la gravedad o
progresion de la enfermedad.

Los sujetos que necesiten tratamiento o diagnostico incluyen aquellos que ya tienen sefalizacion de hedgehog
aberrante, asi como aquellos propensos a tener o aquellos en los que se va a evitar la sefializacion de hedgehog
aberrante. Un sujeto o mamifero se “trata” con éxito para la sefializacion de hedgehog aberrante si, segun el método
de la presente invencion, después de recibir una cantidad terapéutica de un antagonista de hedgehog cinasa, el
paciente muestra una reduccién observable y/o medible en, o ausencia de, uno o mas de los siguientes: reduccion
en el nimero de células tumorales o ausencia de tales células; reduccion en el tamafio tumoral; inhibicion (es decir,
ralentizacion en cierto grado, y preferiblemente detencion) de la infiliracion de células tumorales en drganos
periféricos, incluyendo la extension del cancer en tejido blando y hueso; la inhibicién(es decir, ralentizacion en cierto
grado, y preferiblemente detencion) de la metastasis tumoral; inhibicién, hasta cierto grado, del crecimiento tumoral;
y/o alivio hasta cierto grado de uno o mas de los sintomas asociados con el cancer especifico; morbimortalidad
reducida, y mejora en la calidad de aspectos vitales. Hasta el grado en que tales antagonistas de hedgehog cinasas
pueden evitar el crecimiento y/o exterminar células cancerosas existentes, puede ser citostatico y/o citotdxico. La
reduccion de estos signos o sintomas puede ser también sentida por el paciente.

Los parametros anteriores para evaluar el tratamiento con éxito y la mejora en la enfermedad son facilmente
medibles por procedimientos habituales familiares para un médico. Para la terapia contra el cancer, la eficacia se
puede medir, por ejemplo, evaluando el tiempo hasta la progresion de la enfermedad (TTP) y/o determinando la tasa
de respuesta (RR). La metastasis se puede determinar mediante ensayos de estadificacion y ensayos para el nivel
de calcio y otras enzimas para determinar el grado de metastasis. También se pueden realizar barridos de CT, para
buscar la diseminacion a regiones fuera del tumor o cancer. La invencién descrita aqui que se refiere al proceso de
pronosticar, diagnosticar y/o tratar, implica la determinacion y evaluacion de hedgehog cinasa y la amplificacion y
expresion de hedgehog.

“Mamifero”, para los fines de tratamiento, aliviar los sintomas, o diagnosticar un cancer, se refiere a cualquier animal
clasificado como un mamifero, incluyendo seres humanos, animales domésticos y de granja, y animales de
zooldgico, deportivos o mascotas, tales como perros, gatos, ganado, caballos, ovejas, cerdos, cabras, conejos,
hurones, etc. Preferiblemente, el mamifero es un ser humano.

La administracion “en combinacién con” uno o mas agentes terapéuticos adicionales incluye la administracion
simultanea (concurrente) y consecutiva en cualquier orden.

“Vehiculos”, como se usa aqui, incluye vehiculos farmacéuticamente aceptables, excipientes, o estabilizantes, que
son no téxicos para la célula o mamifero expuesto a ellos a las dosis y concentraciones empleadas. A menudo, el
vehiculo fisioldgicamente aceptable es una disoluciéon de pH tamponado acuosa. Los ejemplos de vehiculos
fisioldgicamente aceptables incluyen tampones tales como fosfato, citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes
que incluyen acido ascorbico; polipéptido de bajo peso molecular (menor que alrededor de 10 restos); proteinas,
tales como seroalbumina, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona;
aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos, y otros
hidratos de carbono, incluyendo glucosa, manosa, o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; alcoholes de
azucar tales como manitol o sorbitol; contraiones formadores de sal tales como sodio; y/o tensioactivos no iénicos,
tales como TWEEN®), polietilenglicol (PEG), y PLURONICS®.

Por “fase solida” o “soporte sélido” se quiere decir una matriz no acuosa a la que se puede adherir 0 unir un
polipéptido de hedgehog cinasa y polipéptido de hedgehog cinasa de la presente invencion. Los ejemplos de fases
soélidas englobadas aqui incluyen aquellas formadas parcial o completamente de vidrio (por ejemplo, vidrio de poro
controlado), polisacaridos (por ejemplo, agarosa), poliacrilamidas, poliestireno, polialcohol vinilico y siliconas. En
ciertas realizaciones, dependiendo del contexto, la fase solida puede comprender el pocillo de una placa de ensayo;
en otras, es una columna de purificacion (por ejemplo, una columna de cromatografia de afinidad). Esta expresion
también incluye una fase sélida discontinua de particulas discretas, tales como las descritas en la patente U.S. n°
4.275.149.

Un “liposoma” es una pequefia vesicula compuesta de diversos tipos de lipidos, fosfolipidos y/o tensioactivo, que es
util para el suministro de un farmaco (tal como un antagonista de hedgehog cinasa) a un mamifero. Los
componentes del liposoma se disponen habitualmente en una formacién de bicapa, similar a la disposicion lipidica
de membranas bioldgicas.

Una “pequefia molécula” o “pequefia molécula organica” se define aqui que tiene un peso molecular por debajo de
alrededor de 500 Daltons.

Una “cantidad efectiva” de un agente antagonista de hedgehog cinasa es una cantidad suficiente para inhibir, parcial
o completamente, la sefializacion de hedgehog en una célula en la que la sefalizacion de hedgehog es activa. Como
alternativa, una cantidad efectiva de un antagonista de hedgehog cinasa es una cantidad suficiente para reducir la
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tasa de proliferacion en la célula y/o tasa de supervivencia de una célula que expresa o sobreexpresa hedgehog.
Una “cantidad efectiva” se puede determinar empiricamente y de manera rutinaria, en relaciéon con este fin.

La expresion “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a un antagonista de hedgehogcinasa u otro farmaco
efectivo para “tratar” una enfermedad o trastorno en un sujeto o mamifero. En el caso de sefalizacién de hedgehog,
la cantidad terapéuticamente efectiva del farmaco reducira o restaurara la sefializacion aberrante de hedgehog a los
niveles fisiolégicos normales; reducira el tamafo tumoral; inhibira (es decir, ralentizara en cierto grado, y
preferiblemente detendrd) la infiltracion de células tumorales en tejido u 6rganos periféricos; inhibira (es decir,
ralentizara en cierto grado, y preferiblemente detendra) la metastasis tumoral; inhibira, al menos en cierto grado, el
crecimiento tumoral; y/o aliviara en cierto grado uno o mas de los sintomas asociados con el tumor o cancer. Véase
la definicion aqui de “tratar”. Hasta el grado en el que el farmaco puede prevenir el crecimiento y/o exterminar
células cancerosas existentes, puede ser citostatico y/o citotdxico.

Una “cantidad inhibidora del crecimiento” de un antagonista de hedgehog cinasa es una cantidad capaz de inhibir el
crecimiento de una célula, especialmente célula tumoral, por ejemplo célula cancerosa, ya sea in vitro o in vivo. Para
los fines de inhibir el crecimiento celular neoplasico, tal cantidad se puede determinar empiricamente y de manera
rutinaria.

Una “cantidad citotoxica” de un antagonista de hedgehog cinasa es una cantidad capaz de provocar la destruccion
de una célula, especialmente una célula tumoral, por ejemplo célula cancerosa, ya sea in vitro o in vivo. Para los
fines de inhibir el crecimiento celular neoplasico, se puede determinar empiricamente y de manera rutinaria.

El término “anticuerpo”, se usa en el sentido mas amplio y cubre especificamente, por ejemplo, anticuerpos
monoclonales anti-polipéptido de hedgehog cinasa (incluyendo anticuerpos antagonistas y neutralizantes),
composiciones de anticuerpos anti-polipéptido de hedgehog cinasa con especificidad poliepitdpica, anticuerpos
policlonales, anticuerpos anti-hedgehog cinasa monocatenarios, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo,
biespecificos) y fragmentos de unién a antigeno (véase mas abajo) de todos los anticuerpos enumerados
anteriormente en tanto que muestren la actividad biolégica o inmunolégica deseada. El término “inmunoglobulina”
(Ig) se usa aqui de forma intercambiable con anticuerpo.

Un anticuerpo “aislado” es aquel que se ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de su entorno
natural. Los componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que interferirian con los usos de
diagnostico o terapéuticos para el anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas, y otros solutos proteinosos o no
proteinosos. En realizaciones preferidas, el anticuerpo se purificara (1) hasta mas de 95% en peso de anticuerpo
segun se determina mediante el método de Lowry, y muy preferiblemente mas de 99% en peso, (2) hasta un grado
suficiente para obtener al menos 15 restos de secuencia de aminoacidos N-terminal o interna mediante uso de un
secuenciador de copa giratoria, o (3) hasta homogeneidad mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras o no
reductoras usando tincién con azul de Coomassie o, preferiblemente, con plata. El anticuerpo aislado incluye el
anticuerpo in situ con células recombinantes, puesto que al menos un componente del entorno natural del anticuerpo
no estara presente. Normalmente, sin embargo, el anticuerpo aislado se preparara mediante al menos una etapa de
purificacion.

El término “anticuerpo monoclonal”, como se usa aqui, se refiere a un anticuerpo de una poblacién de anticuerpos
sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacién son idénticos y/o
se unen al mismo epitopo o epitopos, excepto por posibles variantes que pueden surgir durante la produccién del
anticuerpo monoclonal, estando generalmente tales variantes presentes en cantidades minoritarias. Tal anticuerpo
monoclonal incluye tipicamente un anticuerpo que comprende una secuencia polipeptidica que se une a una diana,
en el que la secuencia polipeptidica que se une a una diana se obtuvo mediante un proceso que incluye la seleccion
de una Unica secuencia polipeptidica que se une a una diana a partir de una pluralidad de secuencias polipeptidicas.
El modificador “monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como se obtiene a partir de una poblacion
sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no se ha de interpretar que requiere la produccion del anticuerpo por
cualquier método particular.

Los anticuerpos (inmunoglobulinas) “quiméricos” tienen una porcion de la cadena pesada y/o ligera idéntica u
homologa a las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a
una clase o subclase de anticuerpos particular, mientras que el resto de la cadena o cadenas es idéntico u homdlogo
a las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de otra especie que pertenecen a otra clase o subclase
de anticuerpos, asi como fragmentos de tales anticuerpos, en tanto que muestren la actividad biolégica deseada
(patente U.S. n° 4.816.657; y Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)). Anticuerpo
humanizado, como se usa aqui, es un subconjunto de anticuerpos quiméricos.

Las formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son anticuerpos quiméricos que
contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. Para la mayor parte, los anticuerpos
humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor o aceptor) en las que los restos de la region
hipervariable del receptor se sustituyen por restos de la region hipervariable de una especie no humana (anticuerpo
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donante) tal como un ratén, rata, conejo o primate no humano, que tiene la especificidad, afinidad y capacidad
deseadas. En algunos casos, los restos de la region del armazéon Fv (FR) de la inmunoglobulina humana se
sustituyen por restos no humanos correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender
restos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se hacen
para refinar adicionalmente el comportamiento del anticuerpo, tal como la afinidad de unién. Generalmente, el
anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y tipicamente dos, dominios
variables, en los que todos o sustancialmente todos los bucles hipervariables corresponden a aquellos de una
inmunoglobulina no humana, y todas o sustancialmente todas las regiones FR son aquellas de una secuencia de
inmunoglobulina humana, aunque las regiones FR pueden incluir una o mas sustituciones de aminoacidos que
mejoran la afinidad de unién. El nimero de estas sustituciones de aminoacidos en la FR es tipicamente no mayor de
6 en la cadena H, y en la cadena L es no mayor de 3. El anticuerpo humanizado también comprendera
opcionalmente al menos una porcién de una regién constante inmunoglobulinica (Fc), tipicamente la de una
inmunoglobulina humana. Para mas detalles, véanse Jones et al., Nature 321:522-525 (1986); Reichmann et al.,
Nature 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992).

“Fragmentos de anticuerpo” comprende una porcién de un anticuerpo intacto, preferiblemente la region de unién al
antigeno o region variable del anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen los fragmentos
Fab, Fab’, F(ab’),, y Fv; dianticuerpos; anticuerpos lineales (véase la patente U.S. n° 5.641.870; Ejemplo 2; Zapata
et al.,, Protein Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]); moléculas de anticuerpos monocatenarios; y anticuerpos
multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo.

La digestion de anticuerpos con papaina produce dos fragmentos de unién a antigeno idénticos, denominados
fragmentos “Fab”, y un fragmento residual “Fc”, una designacién que refleja la capacidad para cristalizar facilmente.
El fragmento Fab consiste en una cadena L completa junto con el dominio de la regidn variable de la cadena H (VH),
y el primer dominio constante de una cadena pesada (Cx1). Cada fragmento Fab es monovalente con respecto a la
union al antigeno, es decir, tiene un unico sitio de union al antigeno. El tratamiento de un anticuerpo con pepsina
produce un unico fragmento F(ab’); grande, que corresponde aproximadamente a dos fragmentos Fab enlazados
por disulfuro que tiene actividad divalente de unién al antigeno, y todavia es capaz de reticular el antigeno. Los
fragmentos Fab’ difieren de los fragmentos Fab por tener pocos restos adicionales en el término carboxi del dominio
Ch1, incluyendo una o mas cisteinas de la region bisagra del anticuerpo. Fab’-SH es la denominacién aqui para Fab’
en el que el resto o restos de cisteina de los dominios constantes poseen un grupo tiol libre. Los fragmentos de
anticuerpo F(ab’), se produjeron originalmente como pares de fragmentos Fab’ que tienen entre ellos cisteinas
bisagra. También se conocen otros acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpo.

“Fv” es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un sitio completo de reconocimiento y de union a antigeno.
Este fragmento consiste en un dimero de un dominio de regién variable de cadena pesada y un dominio de region
variable de cadena ligera en asociacion fuerte no covalente. “Fv de cadena sencilla”’, también abreviado como “sFv”
o “scFv’, son fragmentos de anticuerpo que comprenden los dominios de anticuerpos Vy y Vi conectados en una
cadena polipeptidica sencilla. Preferiblemente, el polipéptido de sFv comprende ademas un ligador polipeptidico
entre los dominios Vy y VL que permite que sFv forme la estructura deseada para la union al antigeno. Para un
repaso de sFv, véase Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds.,
Springer-Verlag, Nueva York, p. 269-315 (1994); Borrebaeck 1995, mas abajo.

La expresion “antagonista de hedgehog cinasa” incluye cualquier molécula que bloquee, inhiba o neutralice parcial o
completamente una actividad biolégica de un polipéptido de hedgehog cinasas CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1,
PLK1, PRKAR1A, PRKRA, TTBK2, TTK descrito aqui, incluyendo la atenuacion de la sefalizacion de hedgehog. Los
ejemplos incluyen bloquear la capacidad de un ligando de hedgehog (por ejemplo, Shh, Dhh, Ihh) para inducir la
sefializacion de hedgehog con la unién a un receptor de hedgehog (por ejemplo, ptch-1, ptch-2, Smo), o que Smo
transmite una sefal a un factor de transcripcién Gli u otros componentes aguas abajo en la ruta de sefalizacion de
hedgehog. Moléculas antagonistas adecuadas incluyen especificamente anticuerpos o fragmentos de anticuerpo
antagonistas, fragmentos o variantes de secuencias de aminoacidos de polipéptidos de hedgehog cinasa nativo,
péptidos, oligonucledtidos antisentido, pequefias moléculas organicas, moléculas de ARNi, constructo de ARNi, efc.
El “antagonista de hedgehog cinasa” puede dirigirse contra hedgehog cinasa CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1,
PLK1, PRKAR1A, PRKRA, TTBK2, TTK (por ejemplo, anticuerpo anti- CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1,
PRKAR1A, PRKRA, TTBK2, TTK, un oligopéptido que se une a CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1, PRKAR1A,
PRKRA, TTBK2, TTK, un oligonucledtido antisentido de CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1, PRKAR1A,
PRKRA, TTBK2, TTK, una molécula de ARNi de CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1, PRKAR1A, PRKRA,
TTBK2, TTK y una pequefia molécula de CDC2L1, CSNK1A1, GYK, NEK1, PLK1, PRKAR1A, PRKRA, TTBK2,
TTK”). Segun la invencion, “antagonista de hedgehog cinasa” es una molécula de ARNi de CSNK1A1, GYK o
PRKRA. Los métodos para identificar antagonistas de hedgehog cinasas pueden comprender poner en contacto tal
péptido, incluyendo una célula que lo expresa, con una molécula agonista o antagonista candidata, y medir un
cambio detectable en una o mas actividades biolégicas normalmente asociadas con tal péptido.

Un “ARN de interferencia” o ARNi es ARN de 10 a 50 nucleétidos de longitud que reduce la expresiéon de un gen
diana, en el que porciones de la hebra son suficientemente complementarias (por ejemplo, que tienen al menos 80%
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de identidad con el gen diana). El método de interferencia por ARN se refiere a la supresion de la expresion génica
(es decir, “silenciamiento génico”) especifica de la diana, que se produce a un nivel post-transcripcional (por
ejemplo, traduccidn), e incluye todos los mecanismos post-transcripcionales y transcripcionales de la inhibicion de la
expresion génica mediada por ARN, tales como aquellos descritos en P.D. Zamore, Science 296: 1265 (2002) y
Hannan y Rossi, Nature 431: 371-378 (2004). Como se usa aqui, ARNi puede estar en forma de ARN de
interferencia pequefio (ARNip), ARN de horquilla corto (ARNhc), y/o microARN (miARN).

Tales moléculas de ARNi son a menudo complejos de ARN bicatenario que se pueden expresar en forma de hebras
de ARN complementarias o parcialmente complementarias separadas. Los métodos son bien conocidos en la
técnica para disefiar complejos de ARN bicatenario. Por ejemplo, el disefio y la sintesis de ARNhc y ARNip
adecuados se pueden encontrar en Sandy et al., BioTechniques 39: 215-224 (2005).

Una “region codificante de ARN” es un acido nucleico que puede servir como un molde para la sintesis de una
molécula de ARN, tal como un complejo de ARN bicatenario. Preferiblemente, la region codificante de ARN es una
secuencia de ADN.

Un “ARN de interferencia pequefio” o ARNip es un duplex de ARN bicatenario (ARNpc) de 10 a 50 nucleétidos de
longitud que reduce la expresion de un gen diana, en el que porciones de la primera hebra son suficientemente
complementarias (por ejemplo, teniendo al menos 80% de identidad con el gen diana). Los ARNip se disefian
especificamente para evitar la respuesta antivirica caracterizada por sintesis elevada de interferones, inhibicién de la
sintesis proteica no especifica y degradacion del ARN que a menudo dan como resultado el suicidio o la muerte de
la célula asociado con el uso de ARNi en células de mamiferos. Paddison et al., Proc Natl Acad Sci USA 99(3):1443-
8. (2002).

El término “horquilla” se refiere a una estructura de ARN de bucle de 7-20 nucleoétidos.

Un “ARN de horquilla corto” o ARNhc es un ARN monocatenario de 10 a 50 nucleétidos de longitud caracterizado
por una vuelta de horquilla que reduce la expresién de un gen diana, en el que las porciones de la hebra de ARN
son suficientemente complementarias (por ejemplo, teniendo al menos 80% de identidad con el gen diana).

La expresion “tallo-bucle” se refiere a un emparejamiento entre dos regiones del par de bases de la misma molécula
para formar una hélice doble que termina en un bucle sin emparejar corto, dando una estructura con forma de
piruleta.

Un “microARN” (previamente conocido como ARNtc) es un ARN monocatenario de alrededor de 10 a 70 nucleodtidos
de longitud que se transcribe inicialmente como pre-miARN caracterizado por una estructura de “tallo-bucle”, que se
procesa subsiguientemente a miARN maduro después del procesamiento posterior a través del complejo silenciador
inducido por ARN (RISC).

Un “oligopéptido de unién a hedgehog cinasa” es un oligopéptido que se une, preferiblemente de forma especifica, a
un péptido de hedgehog cinasa, incluyendo un receptor, un ligando o componente de sefializacion, respectivamente,
como se describe aqui. Tales oligopéptidos se pueden sintetizar quimicamente usando metodologia de sintesis de
oligopéptidos conocida, o se pueden preparar y purificar usando tecnologia recombinante. Tales oligopéptidos tienen
habitualmente al menos alrededor de 5 aminoacidos de longitud, como alternativa al menos alrededor de 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41,42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,
72,73, 74,75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 6 100
aminoacidos de longitud o mas. Tales oligopéptidos se pueden identificar sin experimentacion excesiva usando
técnicas bien conocidas. A este respecto, se sefiala que las técnicas para identificar librerias de oligopéptidos para
oligopéptidos que son capaces de unirse especificamente a una diana polipeptidica son bien conocidas en la técnica
(véanse, por ejemplo, las patentes U.S. n°® 5.556.762, 5.750.373, 4.708.871, 4.833.092, 5.223.409, 5.403.484,
5.571.689, 5.663.143; las publicaciones PCT n°® WO 84/03506 y WO84/03564; Geysen et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A., 81:3998-4002 (1984); Geysen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82:178-182 (1985); Geysen et al., en
Synthetic Peptides as Antigens, 130-149 (1986); Geysen et al., J. Immunol. Meth., 102:259-274 (1987); Schoofs et
al., J. Immunol., 140:611-616 (1988), Cwirla, S. E. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378 (1990); Lowman, H.B.
et al. Biochemistry, 30:10832 (1991); Clackson, T. et al. Nature, 352: 624 (1991); Marks, J. D. et al., J. Mol. Biol.,
222:581 (1991); Kang, A.S. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:8363 (1991), y Smith, G. P., Current Opin.
Biotechnol., 2:668 (1991).

Un antagonista de hedgehog cinasa (por ejemplo, oligopéptido, molécula de ARNi, o pequefia molécula) “que se
une” a un antigeno diana de interés, por ejemplo una hedgehog cinasa, es aquel que se une a la diana con
suficiente afinidad para que sea un agente de diagndstico, de prondstico y/o terapéutico util a la hora de seleccionar
como diana una célula o tejido que expresa el antigeno, y no reacciona significativamente de forma cruzada con
otras proteinas. El grado de unién a un polipéptido marcador no deseado sera menor que alrededor de 10% de la
union a la diana deseada particular, segun se puede determinar mediante técnicas habituales tales como analisis por
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clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS) o radioinmunoprecipitacion (RIA).

Ademas, la expresion “unién especifica” o “se une especificamente a” o es “especifico para” un polipéptido de
hedgehog cinasa particular o un epitopo en una diana polipeptidica de hedgehog cinasa particular significa la union
que es diferente, desde el punto de vista medible, de una interaccién no especifica. La unién especifica se puede
medir, por ejemplo, determinando la unién de una molécula en comparaciéon con la unién de una molécula de
control, que generalmente es una molécula de estructura similar que no tiene actividad de union. Por ejemplo, la
unién especifica se puede determinar mediante competicion con una molécula de control que es similar a la diana,
por ejemplo un exceso de diana no marcada. En este caso, la union especifica se indica si la uniéon de la diana
marcada a una sonda es inhibida competitivamente por la diana sin marcar en exceso. En una realizacion, tales
expresiones se refieren a la unién cuando una molécula se une a un polipéptido particular o epitopo en un
polipéptido particular sin unirse sustancialmente a ningun otro polipéptido o epitopo polipeptidico. Como alternativa,
tales términos se pueden describir mediante una molécula que tiene una Kd para la diana de al menos alrededor de
10* M, 10° M, 10° M, 107 M, 10 M, 10°M, 10" M, 10" M, 1072 M, o mayor.

Un antagonista de hedgehog cinasa que “inhibe el crecimiento de células tumorales que expresan un polipéptido de
hedgehog cinasa”, o una cantidad “inhibidora del crecimiento” de cualquiera de tales moléculas, es aquel que da
como resultado una inhibiciéon medible del crecimiento de células cancerosas que expresan un polipéptido de
hedgehog cinasa. Las composiciones preferidas para uso en el tratamiento comprenden cantidades inhibidoras del
crecimiento de al menos un tipo de antagonista de hedgehog cinasa, para inhibir el crecimiento de células tumorales
en mas de 20%, preferiblemente de alrededor de 20% a alrededor de 50%, e incluso mas preferiblemente en mas de
50% (por ejemplo, de alrededor de 50% a alrededor de 100%), en comparacion con el control apropiado. En una
realizacion, la inhibicion del crecimiento se puede medir a una concentracién de moléculas de alrededor de 0,1 a 30
png/ml o alrededor de 0,5 nM a 200 nM en cultivo celular, en el que la inhibiciéon del crecimiento se determina 1-10
dias después de la exposicion de las células tumorales al anticuerpo. La inhibicidon del crecimiento de células
tumorales de glioma in vivo se puede determinar de varias maneras, tales como se describe en la seccién de
Ejemplos Experimentales mas abajo. Una cantidad de cualquiera de las moléculas anteriores de este parrafo es
inhibidora del crecimiento in vivo si la administracion de tal molécula a alrededor de 1 pg/kg a alrededor de 100
mg/kg de peso corporal da como resultado la reduccién del tamafio tumoral o proliferacion de las células tumorales
en alrededor de 5 dias a 3 meses desde la primera administracién del anticuerpo, preferiblemente en alrededor de 5
a 30 dias.

Un antagonista de hedgehog cinasa que “induce apoptosis” es aquel que induce la muerte celular programada de
una célula tumoral segun se determina mediante la unién de anexina V, fragmentacion de ADN, contraccion celular,
dilatacion del reticulo endoplasmico, fragmentacion celular, y/o formacion de vesiculas en la membrana
(denominadas cuerpos apoptéticos). La célula es habitualmente aquella que sobreexpresa un polipéptido de
hedgehog. Existen diversos métodos para evaluar los sucesos celulares asociados con la apoptosis. Por ejemplo, la
translocacion de fosfatidil serina (PS) se puede medir mediante unién a anexina; la fragmentacion del ADN se puede
evaluar mediante escalamiento del ADN; y la condensacion nuclear/cromatinica junto con la fragmentacion del ADN
se puede evaluar mediante cualquier incremento en células hipodiploides. Preferiblemente, el anticuerpo,
oligopéptido u otra molécula organica que induce apoptosis es aquella que da como resultado una induccion de
alrededor de 2 a 50 veces, preferiblemente alrededor de 5 a 50 veces, y lo mas preferible alrededor de 10 a 50
veces, de la unién a anexina, con relacion a células no tratadas, en un ensayo de union a anexina.

Un antagonista de hedgehog cinasa que “induce la muerte celular” es aquel que provoca que una célula tumoral o
cancerosa viable se haga no viable. Tal célula es aquella que expresa una ruta de sefalizacion de hedgehog,
preferiblemente la sobreexpresa, en comparacion con una célula no enferma. La muerte celular in vitro se puede
determinar en ausencia de células del complemento y células efectoras inmunitarias, para distinguir la muerte celular
inducida por citotoxicidad mediada por célula dependiente de anticuerpos (ADCC) o citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC). De este modo, el ensayo para la muerte celular se puede llevar a cabo usando suero
inactivado por calor (es decir, en ausencia de complemento) y en ausencia de células efectoras inmunitarias. La
capacidad para inducir la muerte celular se puede evaluar con relaciéon a células no tratadas mediante técnicas
adecuadas, tales como pérdida de la integridad de la membrana segun se evalia mediante captacion de yoduro de
propidio (PI), azul de tripan (véase Moore et al. Cytotechnology 17:1-11 (1995)) o 7AAD. En un aspecto especifico,
los antagonistas de hedgehog cinasa inductores de la muerte celular son aquellos que inducen la captacion de Pl en
el ensayo de captacion de Pl en células BT474.

Las expresiones “trastorno proliferativo celular” y “trastorno proliferativo” se refieren a trastornos que estan
asociados con cierto grado de proliferacion celular anormal. En una realizacion, el trastorno proliferativo celular es
cancer.

“Tumor”, como se usa aqui, se refiere a todo crecimiento y proliferacion celular neoplasica, tanto maligno como
benigno, y todas las células y tejidos cancerosos y precancerosos.

Los términos “cancer” y “canceroso” se refieren a o describen el estado fisioldgico en mamiferos que se caracteriza
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tipicamente por el crecimiento celular no regulado. Los ejemplos de cancer incluyen, pero no se limitan a, carcinoma,
linfoma, blastoma, sarcoma, y leucemia o canceres linfoides.

Un tumor que “sobreexpresa” hedgehog, o en el que la sefalizacién de hedgehog es “hiperactiva”, es aquel que
tiene niveles significativamente mas elevados de hedgehog en la superficie celular, o aquel en el que la sefalizacién
de hedgehog esta activada en mayor medida, en comparacion con una célula no cancerosa del mismo tipo tisular.
Tal sobreexpresion puede resultar de la amplificacion génica o mediante aumento de la transcripcion o traduccion.
Diversos ensayos de diagnostico o de pronostico miden la expresion potenciada de hedgehog, dando como
resultado niveles incrementados en la superficie celular, o aquella que se segrega, tal como el ensayo
inmunohistoquimico que usa el ligando anti-hedgehog o anticuerpos anti-receptor de hedgehog, analisis FACS, efc.
Como alternativa, los niveles del acido nucleico o ARNm que codifica hedgehog se pueden medir en la célula, por
efemplo, via hibridacion in situ fluorescente usando una sonda a base de acido nucleico que corresponde a un acido
nucleico que codifica hedgehog o el complemento del mismo; (FISFH; véase el documento W098/45479, publicado
en octubre de 1998), transferencia Southern, transferencia Northern, o técnicas de reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR), tales como PCR cuantitativa en tiempo real (RT-PCR). Como alternativa, la sobreexpresion de
hedgehog se puede determinar midiendo el antigeno propagado en un fluido biolégico, tal como suero, por ejemplo,
usando ensayos a base de anticuerpos (véanse también, por ejemplo, la patente U.S. n°® 4.933.294 expedida el 12
de junio de 1990; el documento WO 91/05264 publicado el 18 de abril de 1991; la patente U.S. 5.401.638 expedida
el 28 de mayo de 1995; y Sias et al., J. Immunol. Methods 132:73-80 (1990)). Como alternativa, la actividad de
hedgehog es determinable midiendo la expresiéon de ciertos informadores aguas abajo, por ejemplo el factor de
transcripcion Gli. Ademas de los ensayos anteriores, existen diversos ensayos in vivo para la persona experta. Por
ejemplo, las células se pueden exponer dentro del cuerpo del paciente a un anticuerpo que estda marcado
opcionalmente con un marcador detectable, por ejemplo, un is6topo radioactivo, y se puede evaluar la union del
anticuerpo a las células en el paciente, por ejemplo, mediante barrido externo para determinar la radioactividad, o
analizando una biopsia tomada de un paciente previamente expuesto al agente terapéutico.

Como se usa aqui, el término “inmunoadhesina” designa moléculas similares a anticuerpos que combinan la
especificidad de union de una proteina heterdloga (una “adhesina”) con las funciones efectoras de los dominios
constantes de inmunoglobulinas. Estructuralmente, las inmunoadhesinas comprenden una fusién de una secuencia
de aminoacidos con la especificidad de unidon deseada que es distinta del reconocimiento del antigeno y el sitio de
union de un anticuerpo (es decir, es “heterdloga”), y una secuencia del dominio constante inmunoglobulinico. La
parte de adhesina de una molécula de inmunoadhesina es tipicamente una secuencia de aminoacidos contigua que
comprende al menos el sitio de union de un receptor o un ligando. La secuencia del dominio constante de
inmunoglobulina en la inmunoadhesina se puede obtener de cualquier inmunoglobulina, tales como los subtipos I1gG-
1, 19G-2, IgG-3, 0 1IgG-4, IgA (incluyendo IgA-1 y IgA-2), IgE, IgD o IgM.

La palabra “marcador”, cuando se usa aqui, se refiere a un compuesto o composicion detectable que esta conjugado
directa o indirectamente al anticuerpo, oligopéptido u otra molécula organica, para generar un anticuerpo,
oligopéptido u otra molécula organica “marcado”. El marcador puede ser detectable por si mismo (por ejemplo
marcadores radioisotopicos o marcadores fluorescentes), o, en el caso de un marcador enzimatico, puede catalizar
una alteracién quimica de un compuesto o composiciéon sustrato, que es detectable.

La expresion “agente citotoxico”, como se usa aqui, se refiere a una sustancia que inhibe o previene la funcion de
las células 1y/o provoca la destruccion de las células. La expresion pretende incluir isétopos radiactivos (por ejemplo,
AtZ”, I131, | 25, Ygo, Re186, Re188, Sm153, Bim, P32, e isotopos radiactivos de Lu), agentes quimioterapéuticos, enzimas
y sus fragmentos, tales como enzimas nucleoliticas, antibidticos, y toxinas tales como toxinas de pequefias
moléculas o toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, incluyendo fragmentos
y/o sus variantes, y los diversos agentes antitumorales o anticancerigenos descritos mas abajo. A continuacion se
describen otros agentes citotoxicos. Un agente tumoricida provoca la destruccion de células tumorales.

Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico Util en el tratamiento del cancer. Los ejemplos de agentes
quimioterapéuticos incluyen hidroxiureataxanos (tales como paclitaxel y doxetaxel) y/o antibiéticos antraciclinicos;
agentes alquilantes tales como tiotepa y ciclosfosfamida CYTOXAN®; sulfonatos de alquilo tales como busulfan,
improsulfan y piposulfan; aziridinas tales como benzodopa, carbocuona, meturedopa, y uredopa; etileniminas y
metilamelaminas incluyendo altretamina, ftrietlenmelamina, trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida vy
trimetiloimelamina; acetogeninas (especialmente bullatacina y bullatacinaona); delta-9-tetrahidrocannabinol
(dronabinol, MARINOL®); beta-lapacona; lapacol; colchicinas; acido betulinico; una camptotecina (incluyendo el
analogo sintético topotecan (HYCAMTIN®), CPT-11 (irinotecan, CAMPTOSAR®), acetilcamptotecina, escopolectina,
y 9-aminocamptotecina); briostatina; callistatina; CC-1065 (incluyendo sus andlogos sintéticos adozelesina,
carzelesina y bizelesina); podofilotoxina; acido podofilinico; tenipdsido; criptoficinas (particularmente criptoficina 1 y
criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluyendo los analogos sintéticos, KW-2189 y CB1-TM1); eleuterobina;
pancratistatina; una sarcodictiina; espongiestatina; mostazas de nitrégeno tales como clorambucilo, clornafazina,
colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, hidrocloruro de oxido de clorometamina, melfalan,
novembichina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosoureas tales como carmustina,
clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina, y ranimnustina; antibiéticos tales como antibiéticos endiinicos (por
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ejemplo caliqueamicina, especialmente caliqueamicina gamma |l y caliqueamicina omega Il (véase, por ejemplo,
Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183-186 (1994)); dinamicina, incluyendo dinamicina A; una esperamicina; asi como
cromoforo neocarcinostatina y croméforos antibidticos endiinicos cromoproteicos relacionados), aclacinomisinas,
actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina,
cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, = doxorrubicina
ADRIAMYCIN® (incluyendo morfolino-doxorrubicina, cianomorfolino-doxorrubicina, 2-pirrolino-doxorrubicina y
desoxidoxorrubicina), epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina, mitomicinas tales como mitomicina C,
acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, porfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorrubicina,
estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorrubicina; anti-metabolitos tales como
metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos de acido félico tales como denopterina, metotrexato, pteropterina,
trimetrexato; analogos de purina tales como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de
pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina,
enocitabina, floxuridina; andrégenos tales como calusterona, propionato de dromostanolona, epitiostanol,
mepitiostano, testolactona; anti-adrenérgicos tales como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reponedores de
acido fdlico tales como acido frolinico; aceglatona; glicésido de aldofosfamida; acido aminolevulinico; eniluracilo;
amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; desfosfamina; demecolcina; diazicuona; elfornitina; acetato de
eliptinio; una epotilona; etoglucido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano; lonidainina; maitansinoides tales como
maitansina y ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina; pentostatina; fenamet;
pirarrubicina; losoxantrona; 2-etilhidrazida; procarbazina; complejo polisacarido PSK® (JHS Natural Products,
Eugene, OR); razoxano; rizoxina; sizofirano; espirogermanio; acido tenuazonico; ftriazicuona; 2,2',2"-
triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina A y anguidina); uretano; vindesina
(ELDISINE®, FILDESIN®); dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromano; gacitosina;
arabinosido (“Ara-C”); tiotepa; taxoides, por ejemplo, paclitaxel TAXOL® (Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton,
N.J.), ABRAXANETM libre de Cremofor, formulacion de nanoparticulas manipulada con albumina de paclitaxel
(American Pharmaceutical Partners, Schaumberg, lllinois), y doxetaxel TAXOTERE® (Rhdne-Poulenc Rorer,
Anthony, Francia); cloranbucilo; gemcitabina (GEMZAR®); 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; analogos de
platino tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina (VELBAN®); platino; etopdsido (VP-16); ifosfamida;
mitoxantrona; vincristina (ONCOVIN®); oxaliplatino; leucovovina; vinorelbina (NAVELBINE®); novantrona;
edatrexato; daunomicina; aminopterina; ibandronato; inhibidores de topoisomerasas RFS 2000; difluorometilornitina
(DMFO); retinoides tales como acido retinoico; capecitabina (XELODA®); sales farmacéuticamente aceptables,
acidos o derivados de cualquiera de los anteriores; asi como combinaciones de dos o mas de los anteriores tales
como CHOP, una abreviatura para una terapia combinada de ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina, y
prednisolona, y FOLFOX, una abreviatura para el régimen de tratamiento con oxaliplatino (ELOXATINTM)
combinado con 5-FU y leucovovina.

También se incluye en esta definicion agentes antihormonales que actian para regular, reducir, bloquear, o inhibir
los efectos de hormonas que pueden promover el crecimiento del cancer, y a menudo en forma de tratamiento
sistémico o de todo el cuerpo. Pueden ser propiamente hormonas. Los ejemplos incluyen antiestrogenos y
moduladores del receptor de estrégeno selectivos (SERMSs), incluyendo, por ejemplo, tamoxifeno (incluyendo
tamoxifeno NOLVADEX®), raloxifeno EVISTA®, droloxifeno, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LY117018,
onapristona, y toremifeno FARESTON®; anti-progesteronas; reductores del receptor de estrégenos (ERDs); agentes
que funcionan para suprimir o apagar los ovarios, por ejemplo, agonistas de la hormona liberadora de la hormona
lutinizante (LHRH) tales como LUPRON® y acetato de leuprolida ELIGARD®, acetato de goserelina, acetato de
buserelina y tripterelina; otros antiandréogenos tales como flutamida, nilutamida y bicalutamida; e inhibidores de
aromatasa que inhiben la enzima aromatasa, que regula la produccion de estrégenos en las glandulas
suprarrenales, tales como, por ejemplo, 4(5)-imidazoles, aminoglutetimida, acetato de megestrol MEGASE®,
exemestano AROMASIN®, formestanie, fadrozol, vorozol RIVISOR®, letrozol FEMARA®, y anastrozol ARIMIDEX®.
Ademas, tal definicion de agentes quimioterapéuticos incluye bisfosfonatos tales como clodronato (por ejemplo,
BONEFOS® u OSTAC®), etidronato DIDROCAL®, NE-58095, acido zoledrénico/zoledronato ZOMETA®,
alendronato FOSAMAX®, pamidronato AREDIA®, tiludronato SKELID®, o risedronato ACTONEL®; asi como
troxacitabina (un analogo citosinico de 1,3-dioxolan nucledsido); oligonucleétidos antisentido, particularmente
aquellos que inhiben la expresién de genes en las rutas de sefalizacion implicadas en la proliferacion celular
aberrante, tales como, por ejemplo, PKC-alfa, Raf, H-Ras, y el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF-
R); vacunas tales como la vacuna THERATOPE® y vacunas de terapia génica, por ejemplo la vacuna
ALLOVECTIN®, vacuna LEUVECTIN®, y vacuna VAXID®; inhibidor de topoisomerasa 1 LURTOTECAN®,
ABARELIX® rmRH; ditosilato de lapatinib (un inhibidor de molécula pequefia de tirosina cinasa dual de ErbB-2 y
EGFR, también conocido como GW572016); y sales farmacéuticamente aceptables, acidos o derivados de
cualquiera de los anteriores.

Un “agente inhibidor del crecimiento”, cuando se usa aqui, se refiere a un compuesto o composicion que inhibe el
crecimiento de una célula, especialmente una célula con ruta hiperactiva de hedgehog, ya sea in vitro o in vivo. De
este modo, el agente inhibidor del crecimiento puede ser aquel que reduzca significativamente el porcentaje de
células que expresan hedgehog en la fase S. Los ejemplos de agentes inhibidores del crecimiento incluyen agentes
que bloguean la progresién de un ciclo celular (en un lugar distinto de la fase S), tales como agentes que inducen la
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detencion de C y la detencion de la fase M. Los bloqueantes clasicos de la fase M incluyen las vincas (vincristina y
vinblastina), taxanos, e inhibidores de topoisomerasa Il, tales como doxorrubicina, epirrubicina, daunorrubicina,
etopdsido, y bleomicina. Aquellos agentes que detienen G1 también actuaran en la detencion de la fase S, por
ejemplo agentes alquilantes de ADN tales como tamoxifeno, prednisona, dacarbazina, mecloretamina, cisplatino,
metotrexato, 5-fluorouracilo, y ara-C. Se puede encontrar informacion adicional en The Molecular Basis of Cancer,
Mendelsohn e Israel, eds., Capitulo 1, titulado “Regulacion del ciclo celular, oncogenes, y farmacos antineoplasicos”
por Murakami et al. (WB Saunders: Filadelfia, 1995), especialmente p. 13. Los taxanos o hidroxiureataxanos
(paclitaxel y docetaxel) son farmacos anticancerosos derivados ambos del arbol del tejo. Docetaxel (TAXOTERE®,
Rhone-Poulenc Rorer), derivado del tejo europeo, es un analogo semisintético de paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers
Squibb). Estas moléculas promueven el ensamblaje de microtibulos a partir de dimeros de tubulina, y estabilizan los
microtubulos evitando la despolimerizacion, lo que da como resultado la inhibiciéon de la mitosis en las células.

“Doxorrubicina” es un antibiético antraciclinico. EI nombre quimico completo de doxorrubicina es (8S-cis)-10-[(3-
amino-2,3,6-tridesoxi-a-L-lixo-hexapiranosil)oxi]-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-8-(hidroxiacetil)- 1-metoxi-5,12-
naftacendiona.

La expresion “inserto del envase” se usa para referirse a instrucciones incluidas habitualmente en envases
comerciales de productos terapéuticos, que contienen informacién sobre las indicaciones, uso, dosificacion,
administracion, contraindicaciones y/o advertencias referidas al uso de tales productos terapéuticos.

“Adenocarcinoma” se refiere a un tumor maligno originalmente del epitelio glandular.

“Células mesenquimatosas” son células de origen mesenquimatoso, incluyendo fibroblastos, células estromicas,
células del musculo liso, células del musculo esquelético, células de origen osteogénico tales como condrocitos,
células de origen hematopoyético tales como monocitos, macréfagos, linfocitos, granulocitos, y células de origen
adiposo, tales como adipocitos.

“Angiogénesis” es la formacion de vasos sanguineos, incluyendo tanto la formaciéon de una nueva vasculatura o la
alteracion de un sistema vascular existente, que beneficia la perfusion tisular. Esto incluye tanto la formacion de
nuevos vasos mediante brote de células endoteliales a partir de vasos sanguineos existentes, o la remodelacion de
vasos existentes para alterar el tamafo, madurez, las propiedades de direccion del flujo para mejorar la perfusion
sanguinea del tejido. Aunque este Ultimo proceso se denomina algunas veces mas especificamente como
“arterogénesis”, ambos procesos estan envueltos por la definicion ideada aqui. La angiogénesis es un proceso de
multiples etapas en el que las células endoteliales se degradan focalmente e invaden a través de su propia
membrana de basamento, migran a través del estroma intersticial hacia un estimulo angiogénico, proliferan préoximas
a la punta migratoria, se organizan en vasos sanguineos, y se vuelven a unir a membrana de basamento
recientemente sintetizada. Folkman et al., Cancer Res. 43: 175-203 (1985).

“Carcinoma de célula basal”’ se refiere a una variedad de formas clinicas e histologicas de canceres de tejidos de
piel tales como nodular-ulcerativo, superficial, pigmentado, similar a morfea, fibroepitelioma y sindrome congénito.

“Heridas de quemadura” son lesiones en la piel que resultan de la exposicion a calor o a agentes quimicos.

“Carcinoma” se refiere a crecimiento maligno derivado de células epiteliales que tienden a metastatizarse a otras
areas del cuerpo. Los ejemplos incluyen “carcinoma de célula basal” — un tumor epitelial de la piel que, aunque rara
vez metastatizante, puede dar como resultado invasion local y destruccion; “carcinoma de células escamosas” —
tumores que surgen del epitelio escamoso y que tienen células cuboides; “carcinosarcoma” — tumores malignos que
comprenden tejidos tanto carcinomatosos como sarcomatosos; “carcinoma adenocistico” — tumores caracterizados
por grandes masas epiteliales que contienen espacios o quistes similares a glandulas redondas, que contienen
frecuentemente moco, que estan limitados en el borde por capas de células endoteliales; “carcinoma epidermoide” —
véase carcinoma de células escamosas; “carcinoma nasofaringeo” — tumor maligno que surge en el forro epitelial del
espacio detras de la nariz; “carcinoma de célula renal” — tumor en el parénquima renal compuesto de células
tubulares en colocaciones variables. Crecimiento epitelial carcinomatoso adicional incluye “papilomas”, que son
tumores benignos derivados del epitelio y que tienen papilomavirus como agente etiolégico; y “epidermoidomas”,
que son tumores cerebrales o meningeos formados por inclusién de elementos ectodérmicos en el momento del
cierre de la ranura neural.

“Corio” o “dermis” se refiere a la capa de la piel que esta mas profunda que la epidermis, que consiste en un lecho
denso de tejido conjuntivo vascular, y que contiene los nervios y 6rganos terminales de las sensaciones. Las raices
de los pelos y las glandulas sebaceas y sudoriparas son estructuras de la epidermis que estan profundamente
embebidas en la dermis.

“Ulceras dérmicas de la piel” se refiere a lesiones en la piel provocadas por pérdida superficial de tejido,
habitualmente con inflamaciéon. Las Ulceras dérmicas de la piel que se pueden tratar mediante el método de la
presente invencion incluyen Ulceras de decubito, Ulceras diabéticas, Ulceras de insuficiencia venosa y Ulceras
arteriales. Las heridas de decubito son Ulceras crénicas que resultan de la aplicacion de presion a la piel durante
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periodos prolongados de tiempo. Estos tipos de heridas también se denominan como Ulceras de cama o Ulceras por
presion. Las Ulceras de insuficiencia venosa resultan del estancamiento de la sangre u otros fluidos de venas
defectuosas. Las Ulceras arteriales se refieren a piel necrética en el area alrededor de arterias que tienen un mal
flujo sanguineo.

n o«

“Epitelios”, “epitelial” y “epitelio” se refieren al recubrimiento celular de superficies corporales internas y externas
(cutanea, mucosa o serosa), incluyendo las glandulas y otras estructuras derivadas de ellas, por ejemplo, células
corneas, esofagicas, epidérmicas, y células epiteliales del foliculo piloso. Otro tejido epitelial ejemplar incluye:
epitelio olfativo — el epitelio pseudoestratificado que forra la region olfativa de la cavidad nasal, y que contiene los
receptores para el sentido del olfato; epitelio glandular — el epitelio compuesto de epitelio escamoso de células
secretoras; epitelio escamoso — el epitelio que comprende una o mas capas celulares, la mas superficial de las
cuales esta compuesta de células planas, similares a escamas o similares a placas. Epitelio también se puede referir
a epitelio de transicién, como aquel que se encuentra caracteristicamente forrando organismos huecos que estan
sujetos a gran cambio mecanico debido a contraccion y distension, por ejemplo, tejido que representa una transicion
entre epitelio escamoso estratificado y columnar.

“Glandula epidérmica” se refiere a una agregacion de células asociadas con la epidermis y especializadas para
segregar o excretar materiales no relacionados con sus necesidades metabdlicas normales. Por ejemplo, las
“glandulas sebaceas” son glandulas holocrinas en el corio que segregan una sustancia oleosa y sebo. La expresion
“glandulas sudoriparas” se refiere a glandulas que segregan sudor, y que estan situadas en el corio o tejido
subcutaneo.

“Epidermis” se refiere a la capa mas externa protectora y no vascular de la piel.

“Heridas de corte” incluyen rasgaduras, abrasiones, cortes, punciones o laceraciones en la capa epitelial de la piel, y
se pueden extender a la capa dérmica y mas profundamente, y resultan de procedimientos quirirgicos o penetracion
accidental de la piel.

El “estado de crecimiento” de una célula se refiere a la tasa de proliferacion de la célula y/o el estado de
diferenciacion de la célula. Un “estado de crecimiento alterado” es un estado de crecimiento caracterizado por una
tasa anormal de proliferacion, por ejemplo, una célula que presenta una tasa incrementada o disminuida de
proliferacién con relacién a una célula normal.

El término “hedgehog” o “polipéptido de hedgehog” (Hh) se usa aqui para referirse genéricamente a cualquiera de
los homdélogos mamiferos del hedgehog de Drosophila, es decir, Sonic hedgehog (Shh), Desert hedgehog (Dhh) o
Indian hedgehog (lhh). El término se puede usar para describir proteina o acido nucleico.

» oo«

Las expresiones “ruta de sefalizacion de hedgehog”, “ruta de hedgehog” y “ruta de transducciéon de sefales de
hedgehog”, como se usan aqui, se refieren de forma intercambiable a la cascada de sefializacion mediada por
hedgehog y sus receptores (por ejemplo, patched, patched-2) y que da como resultado cambios de expresion génica
y otros cambios fenotipicos tipicos de la actividad de hedgehog. La ruta de hedgehog se puede activar en ausencia
de hedgehog mediante activacion de un componente aguas abajo (por ejemplo, sobreexpresion de Smoothened o
transfecciones con mutantes Smoothened o Patched para dar como resultado la activacién constitutiva de la
sefializacion de hedgehog en ausencia de hedgehog). Los factores de transcripcion de la familia Gli se usan a
menudo como marcadores o indicadores de la activacion de la ruta de hedgehog.

La expresion “componente de sefalizacion de hedgehog (Hh)” se refiere a productos génicos que participan en la
ruta de sefalizacion de Hh. Un componente de sefalizacién de Hh frecuentemente afecta de manera material o
sustancial la transmision de la sefal de Hh en células o tejidos, afectando de ese modo los niveles de expresion
génica aguas abajo y/u otros cambios fenotipicos asociados con la activacion de la ruta de hedgehog. Cada
componente de sefalizacion de Hh, que depende de su funcion bioldgica y afecta al resultado final de la activacion o
expresion génica aguas abajo, se pueden clasificar como reguladores positivos o negativos. Un regulador positivo es
un componente de sefalizaciéon de Hh que afecta positivamente a la transmision de la seial de Hh, es decir,
estimula sucesos biolégicos aguas abajo cuando esta presente Hh. Un regulador negativo es un componente de
sefializacion de Hh que afecta negativamente la transmision de la sefial de Hh, es decir, inhibe sucesos biolégicos
aguas abajo cuando esta presente Hh.

La expresion “ganancia de funcion de hedgehog” se refiere a una modificacion o mutaciéon aberrante de un
componente de sefalizacion de hedgehog (por ejemplo, ptch, Smo, Fused, Su(fu), etc.) o una disminucion (o
pérdida) en el nivel de expresion para tal gen, que da como resultado un fenotipo que se asemeja a poner en
contacto una célula con una proteina hedgehog, por ejemplo, activaciéon aberrante de una ruta de hedgehog. La
ganancia de funcién puede incluir una pérdida de la capacidad del producto génico ptch para regular el nivel de
expresion de los factores de activacion de la transcripcion Gli1, Gli2 y/o Gli3. La expresion “ganancia de funcion de
hedgehog” también se usa aqui para referirse a cualquier fenotipo celular similar (por ejemplo, que muestra
proliferacion excesiva) que se produce debido a una alteracion en cualquier parte en la ruta de transduccion de
sefiales de hedgehog, incluyendo, pero sin limitarse a, una modificacion o mutacion de la propia hedgehog. Por
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ejemplo, una célula tumoral con una tasa anormalmente elevada de proliferacion para la activacion de la ruta de
sefializacion de hedgehog tendria un fenotipo de “ganancia de funcion de hedgehog”, incluso si hedgehog no esta
mutada en esa célula.

“Tejido epitelial interno” se refiere a tejido dentro del cuerpo que tiene caracteristicas similares a la capa epidérmica
de la piel (por ejemplo, el forro del intestino).

“Queratosis” se refiere a un trastorno proliferativo de la piel caracterizado por hiperplasia de la capa cérnea de la
epidermis. Los ejemplos de trastornos queratésicos incluyen: queratosis folicular, queratosis palmar y plantar,
queratosis faringea, queratosis pilosa, y queratosis actinica.

“Cuerpos laminados” se refiere a una estructura subcelular encontrada en células pulmonares que producen
tensioactivos. Se cree que los cuerpos laminados son la fuente de la biosintesis de tensioactivos pulmonares.

El término “sobreexpresion”, como se usa aqui, se refiere a niveles celulares de expresion génica de un tejido que
son mayores que los niveles de expresion normal para ese tejido.

La expresion “pérdida de funcion de patched” se refiere a una modificacion o mutacion aberrante de un gen ptch, o
una reduccion del nivel de expresion del gen, que da como resultado un fenotipo que se asemeja a la puesta en
contacto de la célula con una proteina de hedgehog, por ejemplo, activacion aberrante de una ruta de hedgehog. La
pérdida de funcion puede incluir una pérdida de la capacidad del producto del gen ptch para regular el nivel de
expresion de los factores de activacion de la transcripcion Gli1, Gli2 y/o Gli3.

La expresion “ganancia de funcion de smoothened” se refiere a una modificacion o mutacion aberrante de un gen
Smo, o a la capacidad de un producto génico de ptch de unirse a Smo y suprimir de ese modo la sefializacion de
hedgehog, que da como resultado un fenotipo que se asemeja a la activacion de la ruta de hedgehog con hedgehog,
por ejemplo activacion aberrante de una ruta de hedgehog.

El término “proliferante” y “proliferacion” se refiere a células que sufren mitosis.

La expresion “trastorno proliferativo de la piel” se refiere a cualquier enfermedad/trastorno de la piel marcado por la
proliferacion indeseada o aberrante de tejido cutaneo. Tales afecciones se caracterizan tipicamente por proliferacion
epidérmica o diferenciacion celular incompleta, e incluyen, por ejemplo, ictiosis relacionada con el cromosoma X,
psoriasis, dermatitis atopica, dermatitis alérgica por contacto, hiperqueratosis epidermolitica, y dermatitis seborreica.
Por ejemplo, la epidermodisplasia es una forma de desarrollo defectuoso de la epidermis. Otro ejemplo es
“epidermalisis”, que se refiere a un estado suelto de la epidermis con formaciéon de vesiculas y ampollas ya sea
espontaneamente o en el sitio del trauma.

“Psoriasis” se refiere a un trastorno crénico, recurrente, inflamatorio, hiperproliferativo de la piel, que altera los
mecanismos reguladores de la piel. En particular, se forman lesiones que implican alteraciones primarias y
secundarias en la proliferacion epidérmica, respuestas inflamatorias de la piel, y una expresion de moléculas
reguladoras tales como linfocinas y factores inflamatorios. La piel psoriasica se caracteriza morfolégicamente por un
recambio aumentado de células epidérmicas, epidermis mas gruesa, queratinizacién anormal, infiltrados celulares
inflamatorios en la capa de la dermis e infiltracidon de leucocitos polimorfonucleares en la capa de la epidermis que
da como resultado un incremento en el ciclo de células basales. Hay cinco tipos, cada uno con signos y sintomas
Unicos. El mas comun es la psoriasis en placas, que es el tipo mas comun de psoriasis, el mas comidnmente
caracterizado como parches de piel rojiza levantada cubierta por escamas blancas plateadas, que aparece en los
codos, rodillas, parte inferior de la espalda, y cuero cabelludo. Los otros tipos son (i) psoriasis en gota, caracterizada
por puntos rojos pequefios sobre la piel, (ii) psoriasis pustular, caracterizada por pustulas blancas rodeadas de piel
roja, (iii) psoriasis inversa, caracterizada por lesiones rojas suaves en plegamientos de la piel, y (iv) psoriasis
eritrodérmica, caracterizada por enrojecimiento extendido, picazon severa, y dolor.

“Dermatitis atopica” (AD) (eccema) es una enfermedad pruritica de origen desconocido que esta tipificada por
prurito, lesiones eccematosas, xerosis (piel seca) y liquenizacion en la piel (engrosamiento de la piel e incremento de
las marcas de la piel). AD esta asociada con otras enfermedades atopicas (por ejemplo, asma, rinitis alérgica,
urticaria, reacciones alérgicas agudas a alimentos, produccion incrementada de IgE) en muchos pacientes. AD
también se puede precipitar en individuos alérgicos por exposicion a alérgenos tales como poélenes, alimentos,
caspa, venenos de insectos y toxinas de plantas.

“Piel” se refiere a la cubierta exterior protectora del cuerpo, que consiste en el corio y la epidermis, incluyendo las
glandulas sudoriparas y sebaceas, asi como las estructuras de foliculos pilosos.

“Carcinoma de células pequefias” se refiere a neoplasias malignas de los bronquios. Las células de tales tumores
tienen caracteristicas similares a células endocrinas, y pueden segregar una o mas de una amplia variedad de
hormonas, especialmente péptidos reguladores tales como bombesina.

19



10

15

ES 2377 885 T3

“Urogenital” se refiere a los 6rganos y tejidos del aparato urogenital, que incluye entre otros tejidos, la prostata,
uréter, rifidn, y vejiga. Un “cancer urogenital” es un cancer de un tejido urogenital.

Tabla 1
Referencia XXXXXXXXXXXXXXX (Longitud = 15 aminoacidos)
Proteina de comparacion XXXXXYYYYYYY (Longitud = 15 aminoacidos)

% de identidad de secuencia de =
aminoacidos

(el numero de restos de aminoacidos idénticamente equivalentes entre las dos secuencias polipeptidicas segun se
determina mediante ALIGN-2) dividido entre (el niumero total de restos de aminoacidos del polipéptido de
referencia) = 5 dividido entre 15 = 33,3%

Tabla 2
Referencia XXXXXXXXXX (Longitud = 10 aminoacidos)
Proteina de comparacion XXXXXYYYYYYZZYZ (Longitud = 15 aminoacidos)

% de identidad de secuencia de =
aminoacidos

(el numero de restos de aminoacidos idénticamente equivalentes entre las dos secuencias polipeptidicas segun se
determina mediante ALIGN-2) dividido entre (el numero total de restos de aminoacidos del polipéptido de
referencia) = 5 dividido entre 10 = 50%

Tabla 3
ADN de Referencia NNNNNNNNNNNNNN (Longitud = 14 nucleétidos)
ADN de comparacion NNNNNNLLLLLLLLLL (Longitud = 16 nucleotidos)

% de identidad de secuencia de acido =
nucleico

(el numero de nucleétidos idénticamente equivalentes entre las dos secuencias de acidos nucleicos segun se
determina mediante ALIGN-2) dividido entre (el niumero total de nucledtidos de la secuencia de acido nucleico del
ADN de referencia) = 6 dividido entre 14 = 42,9%

Tabla 4
ADN de Referencia NNNNNNNNNNNN (Longitud = 12 nucleétidos)
ADN de comparacion NNNNLLLVV (Longitud = 9 nucledtidos)

% de identidad de secuencia de acido =
nucleico

(el numero de nucleétidos idénticamente equivalentes entre las dos secuencias de acidos nucleicos segun se
determina mediante ALIGN-2) dividido entre (el niumero total de nucledtidos de la secuencia de acido nucleico del
ADN de referencia) = 4 dividido entre 12 = 33,3%

[ll. Métodos de antagonistas de hedgehog

Las proteinas de hedgehog (Hh) son morfégenos que actian de una manera de corto o largo alcance gobernando el
crecimiento celular y la formacion de patrones durante el desarrollo. Ogden et al., Biochem Pharmacol. 67: 805
(2004); Huangfu et al., Development 133: 3 (2006); Jia et al., Cell. Mol. Life Sci. 63 (11): 1249-1265 (2006). En
mamiferos, hay tres proteinas Hh: Sonic hedgehog (Shh), Desert hedgehog (Dhh), e Indian hedgehog (lhh). En
células que reciben la sefial de Hh (Figura 4a), la activacion de la ruta se inicia cuando el ligando de Hh se une a
Patched (Ptch1), un receptor transmembranico que cruza doce veces la membrana, aliviando su inhibiciéon de
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Smoothened (Smo), una proteina transmembranica que cruza siete veces la membrana. Huangu et al., mas arriba,
Jia et al., mas arriba, Stone et al., Nature 384: 129-133 (1996). La activacion de Smo conduce a sucesos de
sefializacién aguas abajo y la activacion de la familia asociada a glioma (Gli) de factores de transcripcion de dedo de
cinc. Kasper et al., Eur. J. Cancer 42: 437 (2006). En ausencia de sefalizacion de Hh, las proteina cinasas, tales
como proteina cinasa A (Pka), glucogeno sintasa cinasa 3b (Gsk3b), y caseina cinasa 1 (Ck1), fosforilan Gli,
conduciendo a la escision de Gli, mediada por proteosoma, en una forma truncada NH2-terminal, que actia como un
represor de la expresion del gen diana de Hh. Chen et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 95: 2349 (2006); Price et al.,
Cell 108: 823 (2002); Price et al., Development 126: 4331 (1999); Ji et al., Nature 416: 548 (2002). El supresor de
fused (Sufu) actua como otro regulador negativo de la ruta mediante la unién a Gli, tanto en el citoplasma como en el
nucleo, para evitar que active genes diana de Hh. Cheng et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 99: 5442 (2002);
Kogerman et al., Nat. Cell Biol. 1: 312 (1999); Ding et al., Curr. Biol. 9: 1119 (1999); Pearse et al., Dev. Biol. 212: 323
(1999).

En células de mamiferos, sigue sin estar claro como la sefial de Hh es transmitida desde Smo a Gli (Figura 5A). En
Drosophila, se piensa que la cinasa Fused (Fu) y la molécula similar a cinesina Costal 2 (Cos2) transmiten la sefal
desde Smo hasta el homdlogo de Gli Cubitus interruptus (Ci) de la mosca. Lum et al., Mol. Cell 12: 1261 (2003); Jia
et al., Genes Dev. 17: 2709 (2003); Ruel et al., Nat. Cell Biol. 5: 907 (2003); Ogden et al., Curr. Biol. 13:1998 (2006).
Sin embargo, en mamiferos, este mecanismo no esta claramente conservado, puesto que ni los ortdlogos de
mamifero de Cos2 o Fu son necesarios para transducir la sefial de Hh. Merchant et al., Mol. Cell. Biol. 25: 7054
(2005); Chen et al., Mol. Cell Biol. 25: 7042 (2005), Varjosalo et al., Dev. Cell. 10: 177 (2006). Ademas, la cola
carboxiterminal de Smo de la mosca requerida para la sefializacion y union a Fu y Cos2 [Lum et al., mas arriba, Jia
et al., mas arriba), no estd conservada en Smo de mamifero, sugiriendo que Smo de mamifero interacciona con
nuevos componentes para transmitir la sefial de Hh.

Por el contrario, estudios recientes han demostrado que la sefalizacién de Hh de mamiferos requiere la presencia
de un cilio no mévil. Huangfu et al., Nature 426: 83 (2006); Huangfu et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 102: 11325
(2005); May et al., Dev. Biol. 287: 378 (2005); Corbit et al., Nature 437: 1018 (2005); Haycraft et al., PLoS Genet 1:
e53 (2005). Estudios genéticos en ratones revelaron que la interrupcion de un numero de componentes del
transporte intraflagelar (IFT) anterégrado o retrégrado conduce a defectos en la formacion del patrén del tubo neural
y de desarrollo de las extremidades, provocados por una sefializacion alterada de Hh entre Smo y Gli. Huangfu et
al., (2006), mas arriba, Huangfu et al., (2005), mas arriba, May et al., mas arriba. Ademas, se encuentra un niumero
de componentes de la ruta, incluyendo Smo, Sufu, y las tres proteinas Gli, en la punta de los cilios durante la
sefializacion de Hh. May et al., mas arriba, Corbitt et al., mas arriba, Haycraft et al., mas arriba. Liu et al.,
Development 132: 1679 (2003). De este modo, parece que los cilios son un mediador importante de la sefalizacion
de Hh en mamiferos. En Drosophila, los cilios no son necesarios para la sefializacion de Hh [Avidor-Reiss et al., Cell
117: 527 (2004); Han et al., Curr. Biol. 13: 1679 (2003)], proporcionando pruebas adicionales para la divergencia en
la ruta de Hh entre moscas y mamiferos.

Debido a la transcendencia de la sefializacion de Hh en cancer, es importante identificar dianas farmacéuticas
candidatas adicionales en esta ruta. Para desvelar nuevas cinasas que desempefian un papel en la sefializacion de
Hh de mamiferos, se identificd una cinoteca de ARNip de ratdn, que incluyd todas las cinasas asi como algunas
proteinas reguladoras de cinasas, en ensayos a base de células disefiados para recapitular la sefalizacion de Hh
(Figura 5A y 5C). En primer lugar se desarroll6 un ensayo de alto rendimiento (Figura 5C) para monitorizar la
induccion de la ruta de Hh utilizando la estirpe de células mesenquimales C3H10T1/2 murina que se ha usado como
modelo para estudiar la sefalizacion de Hh. Esta estirpe celular se manipuldé mediante ingenieria para expresar de
forma estable un informador de luciferasa inducible por Hh, que consiste en ocho sitios de unién a Gli que conducen
la expresion de un ADNc que codifica la luciferasa de luciérnaga, y se denomina como S12. Frank-Kamenetsky et
al., J. Biol. 1: 10 (2002). En ausencia de Shh, las células S12 producen cantidades basales de luciferasa (Figura 5B).
Con la adicién de Shh, se activa la ruta de Hh y la expresion de luciferasa aumenta hasta 15 veces (Figura 5B). Por
el contrario, las células tratadas con ARNip frente a Smo y después estimuladas con Shh son defectuosas en la
acumulacion de luciferasa (Figura 5B).

Angiogénesis

Puesto que se sabe que hedgehog estimula la angiogénesis, es de esperar que los antagonistas de hedgehog
cinasas, que inhiben la actividad de hedgehog, inhiban la angiogénesis, particularmente cuando cierto nivel de
sefializacion de hedgehog es un prerrequisito necesario para la angiogénesis. La angiogénesis es fundamental para
muchos trastornos. La angiogénesis desregulada, persistente, se produce en un abanico de estados maérbidos,
metastasis tumorales y crecimientos anormales por células endoteliales. La vasculatura creada como resultado de
procesos angiogénicos soporta el dafio patolégico observado en estas enfermedades.

Las enfermedades asociadas con o que resultan de angiogénesis incluyen: crecimiento tumoral, metastasis tumoral
o crecimientos anormales por células endoteliales, incluyendo enfermedad neovascular, degeneracion macular
relacionada con la edad, retinopatia diabética, retinopatia de premadurez, rechazo de injerto cérneo, glaucoma
neovascular, fibroplasias retrolenticulares, queratoconjuntivitis epidémica, deficiencia de vitamina A, sobredesgaste
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de lentes de contacto, queratitis atdpica, queratitis limbica superior, terigion, queratitis seca, sindrome de Sjogren,
acné rosacea, flictenulosis, sifilis, infecciones por micobacterias, degeneracion lipidica, quemaduras quimicas,
Ulceras bacterianas, Ulceras fungicas, infecciones por herpes simple, infecciones por herpes zéster, infecciones por
protozoos, sarcoma de Kaposi, Ulcera de Mooren, degeneracion marginal de Terrien, queratolisis marginal, artritis
reumatoide, lupus sistémico, poliartritis, trauma, granulomatosis de Wegener, sarcoidosis, escleritis, sindrome de
Stevens-Johnson, penfingoide, queratotomia radial, rechazo de injerto corneo, artritis reumatoide, lupus sistémico,
poliartritis, trauma, granulomatosis de Wegener, sarcoidosis, escleritis, sindrome de Stevens-Johnson, penfingoide,
queratotomia radial, rechazo de injerto cérneo, artritis reumatoide, osteoartritis, inflamacién cronica (por ejemplo
colitis ulcerosa o enfermedad de Crohn), hemangioma, enfermedad de Osler-Weber-Rendu, y telangiectasia
hemorragica hereditaria.

La angiogénesis desempefia un papel critico en cancer. Un tumor no se puede expandir sin un suministro de sangre
para proporcionar nutrientes y eliminar desechos celulares. Los tumores en los que la angiogénesis es importante
incluyen tumores sdlidos tales como rabdomiosarcomas, retinoblastoma, sarcoma de Ewing, neuroblastoma,
osteosarcoma, y tumores benignos tales como neuroma acustico, neurofibroma, tracoma y granulomas piogénicos.
Se han encontrado factores angiogénicos asociados con varios tumores sélidos, y la prevencion de la angiogénesis
podria detener el crecimiento de estos tumores y el dafo resultante al animal debido a la presencia del tumor. La
angiogénesis esta también asociada con tumores portados por la sangre, tales como leucemias, cualquiera de las
diversas enfermedades neoplasicas agudas o crénicas de la médula ésea en las que se produce la proliferacion no
restringida de gldbulos blancos, habitualmente acompafiada por anemia, coagulacion alterada de la sangre, y
alargamiento de los ganglios linfaticos, higado, y bazo. Se cree que la angiogénesis desempefia un papel en las
anormalidades en la médula 6sea, que dan lugar a tumores semejantes a leucemia.

Ademas del crecimiento tumoral, la angiogénesis es importante en la metastasis. Inicialmente, la angiogénesis es
importante en la vascularizacién del tumor, lo que permite que las células cancerosas entren en el torrente
sanguineo y circulen por todo el cuerpo. Después que las células tumorales han abandonado el sitio primario, y se
han asentado en el sitio metastasico secundario, la angiogénesis se debe de producir antes de que el nuevo tumor
pueda crecer y expandirse. Por lo tanto, la prevencion de la angiogénesis podria conducir a la prevencion de
metastasis de tumores, y posiblemente contener el crecimiento neoplasico en el sitio primario.

La angiogénesis también esta implicada en procesos fisiolégicos normales, tales como la reproduccion y la curacion
de heridas. La angiogénesis es una etapa importante en la ovulacion, y también en la implantacion de la blastula tras
la fertilizacion. La prevencion de la angiogénesis se podria usar para inducir amenorrea, para bloquear la ovulacion,
o prevenir la implantaciéon por la blastula.

Funcioén hepatica

Los antagonistas de hedgehog cinasas descritos son Utiles para el tratamiento y/o la prevenciéon del sindrome
disneico u otros trastornos que resultan de la tensién superficial pulmonar inapropiada. El sindrome disneico resulta
de tensioactivo insuficiente en los alvéolos de los pulmones. Los pulmones de vertebrados contienen tensioactivo,
una mezcla compleja de lipidos y proteina que provoca que aumente la tension superficial durante el inflamiento del
pulmén, y disminuya durante el desinflamiento pulmonar. Durante el desinflamiento pulmonar, el tensioactivo
disminuye de manera que no hay fuerzas superficiales que de otro modo evitarian el colapso alveolar. Los alvéolos
aireados que no se han colapsado durante la expiracién permiten el transporte continuo de oxigeno y de diéxido de
carbono entre la sangre y el gas alveolar, y requieren mucha menos fuerza para inflarse durante la inspiracion
subsiguiente. Durante el inflamiento, el tensioactivo pulmonar aumenta la tension superficial a medida que aumenta
las areas superficiales alveolares. Una tension superficial cada vez mayor en los alvéolos que se expanden se
opone al sobreinflamiento en aquellos espacios aéreos, y tiende a desviar el aire inspirado hacia alvéolos mucho
menos aireados, facilitando de ese modo incluso la aireacién pulmonar.

El sindrome disneico es particularmente prevalente entre lactantes prematuros. El tensioactivo pulmonar se sintetiza
normalmente a una tasa muy baja hasta las ultimas seis semanas de vida fetal. Los lactantes humanos nacidos mas
de seis semanas antes del plazo normal de embarazo tienen un riesgo elevado de nacer con cantidades
inadecuadas de tensioactivo pulmonar y tasas inadecuadas de sintesis de tensioactivo. Cuanto mas
prematuramente nace un lactante, mas grave es probable que sea la deficiencia de tensioactivo. Una deficiencia de
tensioactivo grave puede conducir a insuficiencia respiratoria en unos pocos minutos u horas del nacimiento. La
deficiencia de tensioactivo produce colapso progresivo de los alvéolos (atelectasia) debido a la capacidad cada vez
menor del pulmén para expandirse a pesar del maximo esfuerzo inspiratorio. Como resultado, cantidades
inadecuadas de oxigeno alcanzan a la sangre del lactante. EI RDS también puede aparecer en adultos, tipicamente
como consecuencia de fallo en la biosintesis de tensioactivo.

El tejido pulmonar de lactantes prematuros muestra una actividad elevada de la ruta de sefalizacion de hedgehog.
La inhibicion de esta ruta usando antagonista de hedgehog aumenta la formacion de cuerpos laminados, e
incrementa la expresion de genes implicados en la biosintesis de tensioactivo. Los cuerpos laminados son
estructuras subcelulares asociadas con la biosintesis de tensioactivo. Por estas razones, el tratamiento de lactantes
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prematuros con un antagonista de hedgehog deberia estimular la biosintesis de tensioactivo y mejorar el RDS. En
casos en los que el RDS del adulto esté asociado con la activacion de la ruta de hedgehog, el tratamiento con un
antagonista de hedgehog cinasas deberia ser también efectivo.

Trastornos que resultan de la sefializacion hiperactiva de hedgehog

Los antagonistas de hedgehog cinasas de la invencion se pueden dirigir especificamente a trastornos en los que el
tejido y/o células afectadas muestran una activacion elevada de la ruta de hedgehog. La expresion de genes gli
activados por la ruta de sefializacion de hedgehog, incluyendo gli-1, gli-2 y gli-3, se correlaciona muy
consistentemente con la sefalizacion de hedgehog a lo largo de un amplio intervalo de tejidos y trastornos, mientras
que gli-3 lo esta en cierto modo menos. Los genes gli codifican factores de transcripcion que activan la expresion de
muchos genes necesarios para provocar los efectos completos de la sefializacion de hedgehog. Sin embargo, los
factores de transcripcion para G/i-3 también pueden actuar como un represor de los genes efectores de hedgehog, y
por lo tanto la expresion de gli-3 puede provocar un efecto reducido de la ruta de sefializacién de hedgehog. El
hecho de que gli-3 actie como activador o represor transcripcional depende de sucesos post-traduccionales, y por lo
tanto se espera que los métodos para detectar la forma activante (frente a la forma represora) de la proteina Gli-3
también serian una medida fiable de la activacion de la ruta de hedgehog. El gen gli-1 es expresado fuertemente en
un amplio conjunto de canceres, hiperplasias y pulmones inmaduros, y sirve como un marcador para la activacion
relativa de la ruta de hedgehog. Ademas, los tejidos tales como pulmén inmaduro, que tienen una expresion elevada
del gen gli, se ven afectados fuertemente por inhibidores de hedgehog. En consecuencia, se contempla que la
deteccion de la expresion del gen gli se puede usar como una herramienta predictiva poderosa para identificar
tejidos y trastornos que se beneficiaran particularmente del tratamiento con un antagonista de hedgehog.

Los niveles de expresion de gli-1 se pueden detectar mediante deteccion directa del transcrito, o mediante deteccion
de los niveles o actividad proteica. Los transcritos se pueden detectar usando cualquiera de un amplio abanico de
técnicas que dependen principalmente de la hibridacion o sondas para los transcritos de gli-1 o para los ADNc
sintetizados a partir de ellos. Las técnicas bien conocidas incluyen transferencia Northern, PCR de transcriptasa
inversa y analisis de micromatrices de niveles de transcrito. Los métodos para detectar los niveles de la proteina Gli
incluyen transferencia Western, inmunoprecipitacion, electroforesis en gel de poliacrilamida bidimensional (2D SDS-
PAGE - preferiblemente comparado frente a un patron en el que se ha determinado la posicién de las proteinas Gli),
y espectroscopia de masas. La espectroscopia de masas se puede acoplar con una serie de etapas de purificacion
para permitir la identificacion de alto rendimiento de muchos niveles de proteinas diferentes en una muestra
particular. La espectroscopia de masas y 2D SDS-PAGE también se pueden usar para identificar modificaciones
post-transcripcionales de proteinas, incluyendo sucesos proteoliticos, ubiquitinacién, fosforilacién, modificacion de
lipidos, etc. La actividad de GIi también se puede evaluar analizando la unién a ADN sustrato o la activaciéon
transcripcional in vitro de promotores diana. El ensayo de desplazamiento de gel, los ensayos de huellas de ADN y
los ensayos de reticulacion de ADN con proteina son todos ellos métodos que se pueden usar para evaluar la
presencia de una proteina capaz de unirse a sitios de unién a Gli en el ADN. J Mol. Med 77(6):459-68 (1999); Cell
100(4): 423-34 (2000); Development 127(19): 4923-4301 (2000).

Los niveles del transcrito de gli se pueden medir, y los tejidos enfermos o trastornados que muestran niveles
anormalmente elevados de gli se pueden tratar con un antagonista de hedgehog cinasa. En otras realizaciones, se
sabe que la afeccidon que se esta tratando tiene una correlacion significativa con la activacion aberrante de la ruta de
hedgehog, incluso aunque no se realice una medicidon de los niveles de expresion de gli en el tejido que se esté
tratando. El tejido pulmonar prematuro, los canceres de pulmoén (por ejemplo, adenocarcinomas, adenocarcinoma
broncoalveolar, carcinomas de células microciticas), los canceres de mama (por ejemplo, carcinomas ductales
inferiores, carcinomas lobulares inferiores, carcinomas tubulares), los canceres de préstata (por ejemplo,
adenocarcinomas), y las hiperplasias prostaticas benignas muestran todos ellos niveles de expresion de gli-1
fuertemente elevados en ciertos casos. En consecuencia, los niveles de expresion de gli-1 son un dispositivo de
diagndstico poderoso para determinar cuales de estos tejidos se deberian tratar con un antagonista de hedgehog
cinasa. Ademas, hay pruebas correlativas sustanciales de que los canceres de las células uroteliales (por ejemplo,
cancer de vejiga, otros canceres urogenitales) también tendran en ciertos casos niveles elevados de gli-1. Por
ejemplo, se sabe que la pérdida de heterocigosidad en cromosomas 9922 es habitual en canceres de vejiga. El gen
ptch-1 esta situado en esa posicion, y la pérdida de funcion de ptch-1 es probablemente una causa parcial de la
hiperproliferacién, como en muchos otros tipos de cancer. En consecuencia, tales canceres también mostrarian una
expresion elevada de gli, y serian particularmente susceptibles de ser tratados con un antagonista de hedgehog.

La expresion de ptch-1 y ptch-2 también es activada por la ruta de sefializacion de hedgehog, pero no tipicamente
en el mismo grado que los genes gli, y como resultado son inferiores a los genes gli como marcadores de la
activacion de la ruta de hedgehog. En ciertos tejidos, sélo se expresa uno de ptch-1 o ptch-2, aunque la ruta de
hedgehog es muy activa. Por ejemplo, en el desarrollo testicular, desert hedgehog desempefia un papel importante y
la ruta de hedgehog esta activada, pero sélo se expresa pfc-2. En consecuencia, estos genes pueden ser
individualmente poco fiables como marcadores para la activacion de la ruta de hedgehog, aunque en la medida
simultanea de ambos genes se contempla como un indicador mas Uutil para tejidos a tratar con un antagonista de
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hedgehog.

Debido a que gli estd tan expresado ubicuamente durante la activacion de hedgehog, cualquier grado de
sobreexpresion de gli deberia ser util para determinar que un antagonista de hedgehog cinasa sera un compuesto
terapéutico efectivo. gli se deberia expresar a un nivel al menos dos veces tan alto como el normal. La expresion es
cuatro, seis, ocho o diez veces tan alto como el normal.

A la luz de la amplia implicacién de la sefalizacién de hedgehog en la formacién de disposiciones espaciales
ordenadas de tejidos diferenciados invertebrados, los antagonistas de hedgehog cinasa de la presente invencion se
podrian usar en un proceso para generar y/o mantener un conjunto de diferentes tejidos vertebrados tanto in vitro
como in vivo. El antagonista de hedgehog cinasa, ya sea inductivo o anti-inductivo con respecto a la proliferaciéon o
diferenciacion de un tipo tisular dado, puede ser, segun sea apropiado, cualquiera de las preparaciones descritas
anteriormente.

Cultivo de células neuronales

Los antagonistas de hedgehog cinasa de la presente invencion son aplicables ademas a técnicas de cultivo celular
en las que es deseable la reduccion en la sefializacién de hedgehog. Los sistemas de cultivo neuronal in vitro han
demostrado ser herramientas fundamentales e indispensables para el estudio del desarrollo neuronal, asi como la
identificacion de factores neurotréficos tales como el factor de crecimiento de nervios (NGF), factores troficos ciliares
(CNTF), y factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF). El uso del presente método puede ser en cultivo de
células madre neuronales, tales como en el uso de tales cultivos para la generacion de nuevas neuronas y gliocitos.
Estos cultivos se pueden poner en contacto con antagonistas de hedgehog cinasa a fin de alterar la tasa de
proliferacion de células madre neuronales en el cultivo, y/o alterar la tasa de diferenciacion, o para mantener la
integridad de un cultivo de ciertas células neuronales terminalmente diferenciadas. En una realizacion ejemplar, el
presente método se puede usar para cultivar ciertos tipos de neuronas (por ejemplo, neuronas sensoriales, neuronas
motoras). Tales cultivos neuronales se pueden usar como sistemas de ensayo convenientes asi como fuentes de
células implantables para tratamientos terapéuticos.

Los antagonistas de hedgehog cinasa de la presente invencién son aplicables ademas al injerto intracerebral, un
tratamiento emergente para trastornos del sistema nervioso central. Por ejemplo, un enfoque para reparar tejidos
cerebrales dafiados implica el transplante de células de animales fetales o neonatales en el cerebro adulto. Dunnett
et al., J. Exp. Biol. 123: 265-289 (1987). Las neuronas fetales de una variedad de regiones cerebrales se pueden
incorporar con éxito en el cerebro adulto, y tales injertos pueden aliviar los defectos de comportamiento. Por
ejemplo, el trastorno de movimiento inducido por lesiones de proyecciones dopaminérgicas a los ganglios basales se
puede evitar mediante injertos de neuronas dopaminérgicas embrionarias. Las funciones cognitivas complejas que
se ven alteradas después lesiones de la neocorteza también se pueden restaurar parcialmente mediante injertos de
células corticales embrionarias. El actual método se puede usar para regular el estado de crecimiento en el cultivo, o
cuando se use tejido fetal, especialmente células madre neuronales, se puede usar para alterar la tasa de
diferenciacion de las células madre.

Las células madre utiles en los métodos descritos se conocen generalmente. Por ejemplo, se han identificado varias
células de la cresta neural, algunas de las cuales son multipotentes y probablemente representan células de la
cresta neural no comprometidas, y otras pueden generar sélo un tipo de célula, tal como neuronas sensoriales, y
probablemente representan células progenitoras comprometidas. El papel de los antagonistas de hedgehog
empleados en el presente método para cultivar tales células madre puede ser para regular la diferenciacion de la
progenitora no comprometida, o para regular la restriccion posterior del destino de desarrollo de una progenitora
comprometida, o para regular la restriccion posterior del destino de desarrollo de una célula progenitora
comprometida con relacion a convertirse en una célula neuronal terminalmente diferenciada. Por ejemplo, el
presente método se puede usar in vitro para regular la diferenciacion de células de la cresta neural en gliocitos,
células de Schwann, células de cromafina, neuronas colinérgicas, simpaticas o parasimpaticas, asi como neuronas
peptidérgicas y serotonérgicas. El antagonista de hedgehog cinasa se puede usar solo, o en combinacién con otros
factores neurotréficos que actian para potenciar mas particularmente un destino de diferenciacion particular de la
célula progenitora neuronal.

Regulacion del crecimiento y diferenciacion neuronales

Ademas de usar los antagonistas de hedgehog cinasa de la presente invencién en combinacion con el implante de
cultivos celulares, otro aspecto de la presente invencién se refiere a la aplicacion terapéutica de antagonistas de
hedgehog cinasa para regular el estado de crecimiento de neuronas y otras células neuronales tanto en el sistema
nervioso central como en el sistema nervioso periférico. La capacidad del componente de la ruta de hedgehog (por
efemplo, ptch, hedgehog, y smoothened) para regular la diferenciacién neuronal durante el desarrollo del sistema
nervioso, y también presumiblemente en el estado adulto, indica que, en ciertos casos, se puede esperar que los
presentes antagonistas de hedgehog cinasa faciliten el control de neuronas adultas con respecto al mantenimiento,
comportamiento funcional y envejecimiento de células normales; procesos de reparacion y regeneracion en células
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lesionadas quimica o mecanicamente; y tratamiento de degeneracion en ciertos estados patolégicos. A la luz de esta
comprension, la presente invencion contempla especificamente aplicaciones del presente método al tratamiento (por
efemplo, prevencion, reduccion en la gravedad, efc.) de afecciones neurologicas que derivan de: (i) lesion aguda,
subaguda, o cronica al sistema nervioso, incluyendo lesiéon traumatica, lesién quimica, lesién vascular y déficits
(tales como la isquemia que resulta de apoplejia), junto con lesién infecciosa/inflamatoria e inducida por tumor; (ii)
envejecimiento del sistema nervioso, incluyendo enfermedad de Parkinson, corea de Huntington, esclerosis lateral
amiotrofica y similares, asi como degeneracion espinocerebelosa; y (iv) enfermedades inmunoldgicas cronicas del
sistema nervioso o que afectan al sistema nervioso, incluyendo esclerosis muiltiple.

Segun sea apropiado, el presente método también se puede usar para generar proétesis nerviosas para la reparacion
de dafio de nervio central y periférico. En particular, cuando un axén machacado o dafiado se intuba mediante el uso
de un dispositivo protésico, los antagonistas de hedgehog se pueden afiadir al dispositivo protésico para regular la
tasa de crecimiento y la regeneracion de los procesos dendriticos. En las patentes U.S. 5.092.871 y 4.955.892 se
describen canales de guia de nervios ejemplares.

Se describe el tratamiento de la transformacion neoplasica o hiperplasica, tal como puede ocurrir en el sistema
nervioso central. Por ejemplo, los antagonistas de hedgehog cinasa se pueden utilizar para hacer que las células
transformadas se hagan post-mitéticas o apoptéticas. Por lo tanto, el presente método se puede usar como parte de
un tratamiento para, por ejemplo, gliomas malignos, meningiomas, meduloblastomas, tumores neuroectodérmicos, y
ependimomas.

Cancer neuronal

Los antagonistas de hedgehog cinasa se pueden usar como parte de un régimen de tratamiento para
meduloblastoma maligno y otros tumores neuroectodérmicos malignos del SNC primarios. El meduloblastoma, un
tumor cerebral primario, es el tumor cerebral mas habitual en nifios. Un meduloblastoma es un tumor
neuroectodérmico primitivo (PNET) que surge en la fosa posterior. Dan cuenta de aproximadamente el 25% de todos
los tumores cerebrales pediatricos. Histologicamente, son tumores de células redondas pequefias dispuestas
habitualmente en una roseta verdadera, pero muchos presentan alguna diferenciacion con astrocitos, ependimocitos
o neuronas. Los PNET pueden surgir en otras areas del cerebro, incluyendo la glandula peniana (pineoblastoma) y
cerebro. Aquellos que surgen en la region supratentorial tienen generalmente un peor prondstico.

Se sabe que los meduloblastomas/PNET se repiten en cualquier parte en el SNC después de la reseccion, e incluso
se pueden metastatizar al hueso. Por lo tanto, la evaluacién de pretratamiento deberia incluir un examen de la
médula espinal para excluir la posibilidad de “metastasis caidas”. Para este fin, la NRI potenciada por gadolinio ha
sustituido en gran medida a la mielografia, y la citologia de CSF se obtiene posquirdrgicamente como un
procedimiento normal.

En ofra realizacion, el presente método se usa como parte de un programa de tratamiento para ependimomas. Los
ependimomas dan cuenta de aproximadamente el 10% de los tumores cerebrales pediatricos en nifios. En lineas
generales, son tumores que surgen del forro ependimario de los ventriculos, y microscopicamente forman rosetas,
canales, y rosetas perivasculares. En la serie de CHOP de 51 nifios con ependimomas, % fueron histolégicamente
benignos. Aproximadamente 2/3 surgieron de la region del 4° ventriculo. Un tercio se presentd en la region
supratentorial. La edad de la presentacion alcanza el maximo entre el nacimiento y los 4 afios, como se demuestra
mediante los datos de SEER asi como los datos de CHOP. La edad media es alrededor de 5 afios. Debido a que
muchos nifios con esta enfermedad son bebes, a menudo requieren terapia multimodal.

Cultivo de células no neuronales

Los antagonistas de hedgehog cinasa se pueden usar en cultivo celular y método terapéutico relacionado con la
generacion y mantenimiento de tejido no neuronal. Tales usos se contemplan como resultado de la implicacion de
los componentes de la sefializacion de hedgehog (por ejemplo, ptch, hedgehog, smo, efc.) en sefiales morfogénicas
de otras rutas organogénicas de vertebrados, tales como la formaciéon de patron endodérmico, y la diferenciacion
mesodérmica y endodérmica.

La sefalizacion de hedgehog, especialmente ptc, hedgehog, y smoothened, estd implicada en el control del
desarrollo de células madre responsables de la formacion del tubo digestivo, higado, pulmones, y otros drganos
derivados del intestino primitivo. Shh es la sefial inductora desde el endodermo hasta el mesodermo, que es critica
para la morfogénesis del intestino. Por lo tanto, por ejemplo, los antagonistas de hedgehog cinasa del presente
método se pueden emplear para regular el desarrollo y mantenimiento de un higado artificial que puede tener
multiples funciones metabdlicas de un higado normal. En una realizaciéon ejemplar, el presente método se puede
usar para regular funciones de un higado normal. En una realizaciéon ejemplar, el presente método se puede usar
para regular la proliferacion y diferenciacion de células madre del tubo digestivo para formar cultivos de hepatocitos
que se pueden usar para poblar matrices extracelulares, o que se pueden encapsular en polimeros biocompatibles,
para formar higados artificiales tanto implantables como extracorpéreos.
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En ofra realizacion, el presente método se puede emplear terapéuticamente para regular tales érganos después de
la agresion fisica, quimica o patoldgica. Por ejemplo, se puede usar un compuesto terapéutico que comprenda un
antagonista de hedgehog cinasa en la reparacion hepatica tras una hepatectomia.

En otra realizacion, el presente método se puede usar par controlar o regular la proliferacion y/o diferenciacion de
tejido pancreatico tanto in vivo como in vitro. La generacion del pancreas e intestino delgado a partir de intestino
embrionario depende de la sefalizacion intracelular entre las células endodérmicas y mesodérmicas del intestino. En
particular, se ha sugerido que la diferenciaciéon de mesodermo intestinal en musculo liso depende de sefiales
procedentes de células endodérmicas adyacentes. Un mediador candidato de sefiales derivadas endodérmicamente
en el intestino posterior embrionario es Sonic hedgehog (Shh). Apelqvist et al., Curr. Biol. 7: 801-4 (1997). El gen de
Shh es expresado en todo el endodermo del primordio embrionario, con la excepcién del endodermo del primordio
pancreatico, que en su lugar expreso niveles elevados de la proteina de homeodominio Ipf1/Pdx1 (factor promotor
de insulina 1/homeocaja pancreatica y duodenal 1), un regulador esencial del desarrollo pancreatico temprano. La
Ipf1/Pdx1 se usd para expresar selectivamente Shh en el epitelio pancreatico en desarrollo. EI mesodermo
pancreatico de ratones transgénicos Ipf1/Pdx1-Shh se desarrollé en musculo liso y células intersticiales de células
de cajal, que son caracteristicas del intestino, en lugar de mesénquima pancreatico y bazo. Apelqvist et at., mas
arriba. También, los explantes pancreaticos expuestos a Shh sufrieron como expresion similar de controles de Shh
derivados endodérmicamente el destino de mesodermo adyacente en diferentes regiones del tubo intestinal.

En otra realizacion, los antagonistas de hedgehog cinasa se usan para modular la generacion de tejido endodérmico
a partir de células madre no endodérmicas, incluyendo células mesenquimatosas y células madre derivadas de
tejidos mesodérmicos. Los tejidos mesodérmicos ejemplares a partir de los cuales se pueden aislar células madre
incluyen musculoesquelético, musculocardiaco, rifién, cartilago y grasa.

Afecciones/trastornos pancreaticos

Existe una amplia variedad de afecciones pancreaticas proliferativas celulares patologicas para las cuales pueden
proporcionar beneficios terapéuticos los antagonistas de hedgehog cinasa de la presente invencion. Mas
especificamente, tales beneficios terapéuticos se refieren a corregir la expresién aberrante de insulina, o la
modulacién de la diferenciacion de células pancreaticas. Mas generalmente, sin embargo, la presente invencion se
refiere a un método para inducir y/o mantener un estado diferenciado, potenciando la supervivencia y/o afectando a
la proliferacion de células pancreaticas, poniendo en contacto las células con los antagonistas de hedgehog cinasa
en cuestion. Por ejemplo, se contempla por la invencion que, a la luz de la implicacién manifiesta de ptc, hedgehog y
smoothened en la formacion de ordenamientos espaciales ordenados de tejidos pancreaticos, el presente método se
podria usar como parte de una técnica para generar y/o mantener tal tejido tanto in vitro cémo in vivo. Por ejemplo,
la modulacién de la sefalizacion de hedgehog se pueden emplear tanto en cultivo celular como en métodos
terapéuticos que implican la generacion y mantenimiento de células B de los islotes, y posiblemente también de
tejido no pancreatico, tal como en el control del desarrollo y mantenimiento de tejido del tubo digestivo, bazo,
pulmones, érganos urogenitales (por ejemplo vejiga), asi como otros érganos que derivan del intestino primitivo.

En una realizacion especifica, los antagonistas de hedgehog cinasa de la presente invencion se pueden usar en el
tratamiento de trastornos hiperplasicos y neoplasicos que afectan al tejido pancreatico, especialmente aquellos
caracterizados por proliferacion aberrante de células pancreaticas. Por ejemplo, las células pancreaticas estan
marcadas por proliferacion anormal de células pancreaticas, lo que puede dar como resultado alteraciones de la
capacidad secretora de insulina del pancreas. Por ejemplo, ciertas hiperplasias pancreaticas, tales como carninomas
pancreaticos, pueden dar como resultado hipoinsulinemia debido a disfuncién de células B o la reduccion de la masa
celular de los islotes. Ademas, la manipulacion de las propiedades de sefializacién de hedgehog en diferentes
puntos puede ser Util como parte de una estrategia para remodelar/reparar tejido pancreatico tanto in vivo como in
vitro. En una realizacion, la presente invencion hace uso de la implicacion manifiesta de ptfc, hedgehog vy
smoothened en la regulacion del desarrollo del tejido pancreatico. En ofra realizacion, los presentes antagonistas de
hedgehog cinasa se pueden emplear terapéuticamente para regular el pancreas después de agresion fisica, quimica
o patoldgica. En todavia otra realizacién, el presente método se puede aplicar a técnicas de cultivo celular, y, en
particular, se puede emplear para potenciar la integracion inicial de dispositivos protésicos de tejido pancreatico. La
manipulacién de la proliferacion y diferenciacion de tejido pancreatico, tal como mediante el uso de antagonistas de
hedgehog cinasa, puede proporcionar un medio para controlar con mas cuidado las caracteristicas de un tejido
cultivado. En una realizacion ejemplar, el presente método se puede usar para aumentar la produccion de dispositivo
protésico que requiere células B de los islotes, tal como se puede usar en los dispositivos de encapsulamiento
descritos en, por ejemplo, las patentes U.S.P. 4.892.538, 5.106.627, 4.391.909 y 4.353.888. Las células progenitoras
tempranas de los islotes pancreaticos son multipotenciales, y coactivan aparentemente todos los genes especificos
de los islotes desde el momento en que aparecen por primera vez. A medida que transcurre el desarrollo, la
expresion de hormonas especificas de los islotes, tales como insulina, se restringe al patron de la caracteristica de
expresion de las células maduras de los islotes. El fenotipo de células madura de los islotes, sin embargo, no es
estable en cultivo, puesto que se puede observar la reaparicion de rasgos embrionarios en células B maduras.
Utilizando los presentes antagonistas de hedgehog cinasa, se puede regular la ruta de diferenciacion o el indice
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proliferativo de las células.

Ademas, la manipulacion del estado diferenciativo del tejido pancreatico se puede utilizar conjuntamente con el
transplante de pancreas artificial. Por ejemplo, la manipulaciéon de la funcion de hedgehog para afectar a la
diferenciacion tisular se puede utilizar como un medio para mantener la viabilidad del injerto.

Los antagonistas de hedgehog cinasa de la presente invencion se pueden usar para regular la regeneracion de
tejido pulmonar, por gjemplo en el tratamiento de enfisema. Se ha dado a conocer que Shh regula in vivo la
proliferacion de células mesenquimatosas del pulmon. Bellusci et al., Development 124: 53 (1997).

Trastornos proliferativos celulares, tumores y canceres

Los antagonistas de hedgehog cinasa de la presente invencidon también se pueden usar para tratar carcinoma y
adenocarcinoma pulmonar, y otros trastornos proliferativos que implican el epitelio pulmonar. Se sabe que Shh es
expresada en células escamosas de carcinoma y adenocarcinoma pulmonares humanas. Fujita et al., Biochem.
Biophys. Res. Commun. 238: 658 (1997). La expresion de Shh también se detecto en tejidos de carcinoma pulmonar
de células escamosas humanos, pero no en el tejido pulmonar normal del mismo paciente. También se observé que
Shh estimula la incorporacion de BrdU en las células del carcinoma y estimula su crecimiento, mientras que anti-
Shh-H inhibié tal crecimiento. Estos resultados sugieren que una pfc, hedgehog, y/o smoothened esta implicada en
el crecimiento celular de tal tejido pulmonar transformado, y por lo tanto indican que los antagonistas de hedgehog
cinasa se pueden usar para tratar carcinoma y adenocarcinomas pulmonares, y otros trastornos proliferativos que
implican el epitelio pulmonar.

Los antagonistas de hedgehog cinasa de la presente invencion también se pueden usar para tratar tumores en los
que la sefalizacion de hedgehog esta asociada con la existencia de patogénesis. Tales tumores incluyen, pero no se
limitan a: tumores relacionados con el sindrome de Gorlin (por ejemplo, meduloblastoma, meningioma, efc.),
pruebas de tumores en ratones con ptc desactivado (por ejemplo, hemangioma, rabdomiosarcoma, efc.), tumores
que resultan de la amplificacion de gli-1 (por ejemplo, glioblastoma, sarcoma, efc.), tumores que resultan de la
disfuncion de Smo (por ejemplo, carcinoma basocelular, etc.), tumores relacionados con TRC8, un homélogo de ptc
(por ejemplo, carcinoma renal, carcinoma de tiroides, efc.), tumores relacionados con Ext-1 (por ejemplo, cancer de
huesos, efc.), tumores inducidos por Shh (por ejemplo, cancer pulmonar, condrosarcomas, efc.), y otros tumores
(por ejemplo, cancer de mama, cancer urogenital (por ejemplo, rifidén, vejiga, uréter, préstata, efc.), cancer
suprarrenal, cancer gastrointestinal (por ejemplo, estomago, intestino, efc.).

Los antagonistas de hedgehog cinasa de la presente invencion también se pueden usar para tratar varias formas de
cancer. Estos canceres incluyen, pero no se limitan a: cancer de préstata, cancer de vejiga, cancer biliar, cancer
pulmonar (incluyendo microcitico y no microcitico), cancer de colon, cancer de rifién, cancer hepatico, cancer de
mama, cancer de cuello uterino, cancer endometrial u otro cancer uterino, cancer ovarico, cancer testicular, cancer
del pene, cancer de la vagina, cancer de la uretra, cancer de la vesicula biliar, cancer esofagico, o cancer
pancreatico. Tipos adicionales de cancer incluyen cancer del musculo esquelético o liso, cancer de estdmago,
cancer del intestino delgado, cancer de la glandula salivar, cancer anal, cancer rectal, cancer de tiroides, cancer de
paratiroides, cancer de la pituitaria, y cancer nasofaringeo. Formas ejemplares adicionales de cancer que se pueden
tratar con los antagonistas de hedgehog de la presente invencion incluyen canceres que comprenden células que
expresan hedgehog. Todavia otras formas ejemplares de cancer que se pueden tratar con los antagonistas de
hedgehog de la presente invencion incluyen canceres que comprenden células que expresan gli. En una realizacion,
el cancer no esta caracterizado por una mutacion en patched-1.

Tejido esquelético y conjuntivo:

Se describe el uso de antagonistas de hedgehog cinasa en la generacion in vitro de tejido esquelético, tal como a
partir de células madre esqueletogénicas, asi como el tratamiento in vivo de deficiencias del tejido esquelético. Mas
especificamente, tales antagonistas de hedgehog cinasa se pueden usar para regular la condrogénesis y/u
osteogénesis. Por “deficiencia del tejido esquelético” se quiere decir una deficiencia en el hueso u otro tejido
conjuntivo esquelético en cualquier sitio en el que se desea restaurar el hueso o tejido conjuntivo, sin importar como
se origind la deficiencia, por ejemplo como resultado de intervencion quirtrgica, eliminacion del tumor, ulceracion,
implante, fractura, u otras condiciones traumaticas o degenerativas.

Los antagonistas de hedgehog cinasa descritos se pueden usar en un método para restaurar la funcion de cartilago
al tejido conjuntivo, por ejemplo la reparacion de defectos o lesiones en el tejido de cartilago resultante del desgaste
degenerativo. Mas especificamente, desgaste degenerativo que resulta de artritis (osteoartritis y artritis reumatoide)
y/o trauma — tal como un desplazamiento de tejido de menisco desgarrado, meniscectomia, una relajacion de una
articulacion mediante un ligamiento desgarrado, desalineamiento de la articulacion, fractura 6sea. Tales métodos
reparadores también pueden ser Utiles para remodelar matriz de cartilago, tal como en cirugia plastica o
reconstructiva, asi como cirugia periodontal. El método reparador también se puede aplicar para aumentar o corregir
un procedimiento previo, por ejemplo tras la reparaciéon quirdrgica del menisco, ligamento, o cartilago. Ademas,
puede prevenir el comienzo o exacerbacion de enfermedad degenerativa si se aplica suficientemente pronto
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después del trauma.

Se describe un método reparador que comprende ftratar el tejido conjuntivo afligido con una cantidad
terapéuticamente efectiva de un antagonista de hedgehog cinasa, a fin de regular una respuesta de reparacion de
cartilago en el tejido conjuntivo mediante la modulacién de la tasa de diferenciacion y/o proliferacion de condrocitos
embebidos en el tejido. Tales tejidos conjuntivos como cartilago articular, cartilago interarticular (meniscos), cartilago
costal (que conecta las costillas verdaderas y el esterndn), ligamentos, y tendones, son particularmente susceptibles
de tratamiento en terapias reconstructivas y/o regenerativas que usan el presente método. Como se usa aqui, las
terapias regenerativas incluyen tratamiento en el que es manifiesta la degeneracion, asi como los tratamientos
preventivos o profilacticos de tejido en los que la degeneracion esta en sus etapas mas tempranas o es inminente.

El método reparador se puede usar como parte de una intervencion terapéutica en el tratamiento de cartilago de una
articulacién diartroidal, tal como una rodilla, un tobillo, un codo, una cadera, una mufieca, un nudillo o un dedo de la
mano o del pie, o una articulacién tempomandibular. El tratamiento se puede dirigir al menisco de la articulacion, al
cartilago articular de la articulacién, o a ambos. Para ilustrar adicionalmente, el presente método se puede usar para
tratar un trastorno degenerativo de una rodilla, tal como el que puede resultar de lesion traumatica (por ejemplo, una
lesion deportiva o desgaste excesivo) u osteoartritis. Los antagonistas descritos se pueden administrar como una
inyeccion en la articulacion con, por ejemplo, una aguja artroscopica. En algunos casos, el agente inyectado puede
estar en forma de un hidrogel u otro vehiculo de liberacion lenta descrito anteriormente, a fin de permitir un contacto
mas extendido y regular del agente con el tejido tratado.

El método reparador se puede aplicar para potenciar tanto la generacion de dispositivos protésicos de cartilago
como para su implantacion. La necesidad de tratamientos mejorados ha motivado la investigacion dirigida a crear
nuevo cartilago que se basa en moldes de colageno glucosaminoglucanos (Stone et al., Clin. Orthop. Relat. Red.
252: 129 (1990)), condrocitos aislados (Grande et al., J. Orthop. Res. 7: 208 (1989); Takigawa et al., Bone Miner 2:
449 (1987)), y condrocitos unidos a polimeros naturales o sintéticos (Walitani et al.. J. Bone Jt. Surg. 71B:74 (1989);
Vacanti et al., Plast. Resconstr. Surg. 88:753 (1991); von Schroeder et al., J. Biomed Mater. Res. 25: 329 (1991);
Freed et al., J. Biomed. Mater. Res. 27: 11 (1993); patente U.S. 5.041.138). Por ejemplo, los condrocitos se pueden
hacer crecer en cultivo en armazones o matrices biodegradables, biocompatibles, muy porosos, formados de
polimeros tales como poliacido glucdlico, poliacido lactico, gel de agarosa, u otros polimeros que se degradan con el
tiempo, en funcién de la hidrélisis de la cadena principal polimérica, en monémeros inocuos. Las matrices se disefian
para permitir el intercambio adecuado de nutrientes y gases a las células hasta que se produce la consolidacion del
injerto. Las células se pueden cultivar in vitro hasta que se hayan desarrollado un volumen y densidad adecuados de
las células para que las células sean implantadas. Una ventaja de las matrices es que se pueden colar o moldear en
una forma deseada en una base individual, de manera que el producto final se asemeja mucho a la porcion corporal
afectada propia del paciente (por ejemplo, oreja, nariz, efc.), o se pueden usar matrices flexibles que permiten la
manipulacién en el momento de la implantacién, como en una articulacion.

Los implantes se pueden poner en contacto con el antagonista de hedgehog cinasa durante ciertas etapas del
proceso de cultivo, a fin de manejar la tasa de diferenciacion de condrocitos y la formacion de condrocitos
hipertréficos en el cultivo.

El dispositivo implantado se trata con un antagonista de hedgehog cinasa a fin de remodelar activamente la matriz
implantada y hacerla mas adecuada para su funciéon pretendida. Como se describe previamente, cualesquiera
transplantes artificiales sufren de la deficiencia de no derivar en un marco que sea comparable al entorno mecanico
real en el que se implanta la matriz. La capacidad para regular los condrocitos en la matriz mediante el método
reparador puede permitir que el implante adquiera caracteristicas similares al tejido para el cual esta destinado a
sustituir.

Los antagonistas de hedgehog cinasa se pueden usar en un método para la generaciéon de hueso (osteogénesis) en
un sitio en un animal en el que tal tejido esquelético es deficiente. Puesto que indian hedgehog esta particularmente
asociada con los condrocitos hipertréficos que se sustituyen en ultima instancia por osteoblastos, la modulacion de
la funcion de indian hedgehog se puede producir mediante el uso de los presentes antagonistas de hedgehog
cinasa. Por ejemplo, la administracion de un antagonista de hedgehog cinasa de la presente invenciéon se puede
emplear como parte de un método para regular la tasa de pérdida dsea en un sujeto. Las preparaciones que
comprenden antagonistas de hedgehog cinasa se pueden emplear, por ejemplo, para controlar la osificacion
endocondrial en la formacion de un “modelo” para la osificacion.

Espermatogénesis y anticoncepcion masculina

Los antagonistas de hedgehog cinasa descritos se pueden usar para regular la espermatogénesis. Las proteinas
hedgehog, particularmente Dhh, han demostrado que estan implicadas en la diferenciacion y/o proliferacion y
mantenimiento de células germinales testiculares. La expresion de Dhh se inicia en los precursores de células de
Sertoli muy poco después de la activacion de Sry (gen determinante testicular), y persiste en los testiculos en el
adulto. Los ratones macho con mutaciones carentes de Dhh son viables pero infértiles, dada la ausencia completa
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de esperma maduro. El examen de los testiculos en desarrollo en diferentes antecedentes genéticos diferentes
sugiere que Dhh regulé las etapas tanto temprana como tardia de la espermatogénesis. Bitgood et al., Cur. Biol 6(3):
298-304 (1996). En una realizacion preferida, el antagonista de hedgehog cinasa descrito se puede usar como un
anticonceptivo.

Tejido epitelial

Los antagonistas de hedgehog cinasa descritos también se pueden usar en el tratamiento (incluyendo profilaxis) de
trastornos que afectan al tejido epitelial. En general, tal tratamiento comprende administrar una cantidad de un
antagonista de hedgehog cinasa efectiva para alterar el estado de crecimiento del tejido epitelial tratado. EI modo de
administracion y los regimenes de dosificacion variaran dependiendo del tejido o tejidos epiteliales que se van a
tratar (por ejemplo, dérmico, mucosal, glandular, efc.). En un aspecto especifico, el método se puede usar para
regular la induccion de la diferenciacion inducida por Shh y/o inhibir la proliferacion de tejido derivado epitelialmente.
De este modo, los antagonistas de hedgehog cinasa descritos se pueden usar en un método para el tratamiento de
afecciones hiperplasicas y/o neoplasicas que implican tejido epitelial.

(i) Curacion de heridas

Los antagonistas de hedgehog cinasa descritos se pueden usar en un método para promover la curacién de heridas.
Especificamente, “promover la curacion de heridas” significa una curacion de heridas mas eficientemente como
resultado de la aplicacion del tratamiento de lo que sana una herida similar en ausencia del tratamiento. “Promocién
de la curacion de heridas” también puede significar que el método regula la proliferacion y/o crecimiento de, entre
otros, queratinocitos, o que la herida sana con menos cicatrizacién, menos contracciones de la herida, menos
deposicion de colageno y mas area superficial. En ciertos casos, “promocion de la curacion de heridas” también
puede significar que ciertos métodos de curacion de heridas tienen tasas de éxito mejoradas (por ejemplo, las tasas
de captacion de injertos de piel) cuando se usan junto con el método descrito.

A pesar del progreso significativo en técnicas quirlrgicas reconstructivas, la cicatrizacion puede ser un obstaculo
importante en volver a ganar la funcién normal y el aspecto de la piel sanada. Esto es particularmente cierto cuando
la cicatrizacién patoldgica, tales como queloides o cicatrices hipertréficas de las manos o de la cara, provoca
minusvalia funcional o deformidad fisica. En las circunstancias mas graves, tal cicatrizacion puede precipitar
sufrimiento psicosocial y una vida de privacion econdmica. La reparacion de heridas incluye las etapas de
hemostasia, inflamacion, proliferacion, y remodelacion. La etapa proliferativa implica multiplicacion de fibroblastos y
células endoteliales y epiteliales. La aplicacion de los antagonistas de hedgehog cinasa descritos pueden modular la
proliferacion de células epiteliales en y proximas a la herida, a fin de manejar el cierre de la herida y/o minimizar la
formacion de tejido cicatrizal.

Los antagonistas de hedgehog cinasa descritos también se pueden usar para tratar Ulceras de la membrana oral,
paraoral y mucosa, por ejemplo tal como aquellas que resultan de radiacion y/o quimioterapia. Tales Ulceras se
desarrollan habitualmente a los pocos dias después de la quimioterapia o de la terapia de radiaciéon. En muchos
casos, la falta de tratamiento da como resultado la proliferacion de tejido inflamatorio alrededor de la periferia de la
lesion, dando como resultado la pérdida de continuidad de epitelio superficial. Como resultado de la pérdida de
integridad epitelial, el cuerpo es proclive a una infeccion secundaria potencial. Si tales Ulceras proliferan a lo largo
del canal alimentario, la ingestion normal de comida y agua se hace dolorosa, junto con diarrea y sus factores
problematicos. Los antagonistas de hedgehog cinasa de la invencion pueden ser un tratamiento para tales ulceras
mediante la reduccion de la proliferacion y diferenciacion anormales del epitelio afectado, ayudando de ese modo a
reducir la gravedad de los sucesos inflamatorios subsiguientes.

(ii) Reparacion cornea y de la lente

Los antagonistas de hedgehog cinasa de la invencion se pueden usar para inhibir la proliferacion de células
epiteliales de la lente para evitar complicaciones post-quirdrgicas de la extraccion de catarata extracapsular. Las
cataratas son una enfermedad ocular intratable sobre la que se ha realizado una gran cantidad de estudios. Sin
embargo, actualmente, el tratamiento de esta enfermedad se obtiene principalmente mediante cirugia. Las cirugias
de cataratas se han aplicado durante mucho tiempo, y se han examinado diversos métodos quirirgicos. La
extraccion de la lente extracapsular se ha convertido en el método de eleccion para eliminar las cataratas. Las
principales ventajas médicas de esta técnica con respecto a la extraccion intracapsular son una menor incidencia de
edema macular cistoideo afaquico y desprendimiento retiniano. La extraccion extracapsular también es necesaria
para el implante de lentes intraoculares de tipo camara posterior, que se consideran actualmente que son las lentes
de eleccion en la mayoria de los casos.

Sin embargo, una desventaja de la extraccion de cataratas extracapsular es la elevada incidencia de opacificacion
de la lente posterior, denominada a menudo catarata secundaria, que puede ocurrir en hasta 50% de casos en los
tres afios después de la cirugia. La catarata secundaria esta provocada por la proliferacion de células epiteliales de
la lente en la capsula ecuatorial y anterior, que quedan después de la extraccion extracapsular de la lente. Estas
células proliferan para provocar anillos de Sommerling, y, junto con fibroblastos, que también se depositan y
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aparecen en la capsula posterior, provocan la opacificacion de la capsula posterior, lo que interfiere con la vision.
Seria preferible la prevencion de tales cataratas secundarias. Para inhibir la formacion de tales “post-cataratas” o
cataratas secundarias, el presente método proporciona un medio para inhibir la proliferacion de las células epiteliales
de la lente que quedan. Por ejemplo, tales células se pueden inducir a que permanezcan en reposo instilando una
disolucion que contiene una preparacion de antagonistas de hedgehog cinasa en la camara anterior del ojo después
de la retirada de la lente. Ademas, la disolucién se puede equilibrar osméticamente para proporcionar una dosis
efectiva minima cuando se instila en la camara anterior del ojo, inhibiendo de ese modo con cierta especificidad el
crecimiento epitelial subcapsular.

Los antagonistas de hedgehog cinasa también se pueden usar en el tratamiento de corneopatias marcadas por
proliferacion de células epiteliales de la cérnea, como por ejemplo en trastornos epiteliales oculares tales como el
menor crecimiento epitelial o carcinomas de células escamosas de la superficie ocular. Se ha demostrado que las
proteinas hedgehog regulan la mitogénesis y la diferenciacion de fotorreceptores en la retina de vertebrados (Levine
et al., J. Neurosci. 17: 6277 (1997)), e Ihh es un factor candidato del epitelio pigmentado para promover la
proliferaciéon de progenitores retinianos y la diferenciacion de fotorreceptores. Igualmente, Jensen et al.,
Development 124: 363 (1997), demostraron que el tratamiento de cultivos de células retinianas de raton perinatal
con el fragmento aminoterminal de la proteina Shh da como resultado un incremento en la proporcién de células que
incorporan bromodesoxiuridina en fotorreceptores de varillas, células de amacrina y gliocitos de Miiller. Esto sugiere
que Shh promueve la proliferacién de células precursoras retinianas, lo que significa que se podria esperar que los
antagonistas de hedgehog cinasa de la presente invencién modulasen tal proliferacion mediada por Shh. De este
modo, los antagonistas de hedgehog cinasa de la invencion se pueden usar en el tratamiento de enfermedades
proliferativas de células retinianas, y regular la diferenciacion de fotorreceptores.

(iii) Crecimiento del pelo

Los antagonistas de hedgehog cinasa descritos también se pueden usar para controlar el crecimiento del pelo. El
pelo esta compuesto basicamente de queratina, una proteina fuerte e insoluble. Cada pelo individual comprende un
tallo cilindrico y una raiz, y esta contenido en un foliculo, una depresion semejante a un matraz en la piel. La parte
inferior del foliculo contiene una proyeccion similar a un dedo denominada papila, que consiste en tejido conjuntivo
del que crece el pelo, y a través del cual los vasos sanguineos suministran nutricion a las células. El tallo es la parte
que se extiende hacia fuera desde la superficie de la piel, mientras que la raiz se ha descrito como la parte enterrada
del pelo. La base del pelo se expande en el bulbo piloso, que descansa sobre la papila. Las células a partir de las
cuales se produce el pelo crecen en el bulbo del foliculo; se extruyen en forma de fibras a medida que las células
proliferan en el foliculo. “Crecimiento” del pelo se refiere a la formacion y alargamiento de la fibra pilosa por las
células en division.

Como es bien sabido en la técnica, el ciclo normal del pelo se divide en tres etapas: anagena, catagena y telégena.
Durante la fase activa (anagena), las células madre epidérmicas de la papila dérmica se dividen rapidamente. Las
células hija se mueven ascendentemente y se diferencian para formar las capas concéntricas del propio pelo. La
etapa de transicion, catagena, estd marcada por el cese de la mitosis de las células madre en el foliculo. La etapa de
descanso se conoce como teldgena, en la que el pelo es retenido en el cuero cabelludo durante varias semanas
antes de que un nuevo pelo emergente que se desarrolla debajo de él desaloje el tallo de la fase telégena de su
foliculo. A partir de este modelo se hace claro que cuanto mayor es el conjunto de células madre en divisién que se
diferencian en células pilosas, mayor crecimiento de pelo se produce. En consecuencia, se puede llevar a cabo un
método para incrementar o reducir el crecimiento de pelo potenciando o inhibiendo, respectivamente, la proliferacion
de estas células madre.

Los antagonistas de hedgehog cinasa se pueden usar en un método para reducir el crecimiento de pelo humano, ya
sea como una sustitucion de o en combinacién con la eliminacion mediante corte, afeitado, o depilaciéon. Por
ejemplo, el presente método se puede usar en el tratamiento de tricosis caracterizada por crecimiento anormalmente
rapido y fuerte del pelo, por ejemplo, hipertricosis. En una realizacion ejemplar, los antagonistas de hedgehog se
pueden usar para el manejo del hirsutismo, un trastorno marcado por pilosidad anormal. El presente método también
proporciona un procedimiento para prolongar la duracién de la depilacion.

Ademas, debido a que un antagonista de hedgehog cinasa sera a menudo citostatico para las células epiteliales, en
lugar de citotoxico, tales agentes se pueden usar para proteger las células del foliculo piloso de agentes citotoxicos
que requieren progresion celular en la fase S del ciclo celular para eficacia, por ejemplo muerte inducida por
radiacion. El tratamiento mediante los antagonistas de hedgehog cinasa pueden proporcionar proteccion, haciendo
que las células del foliculo piloso se hagan inactivas, por ejemplo evitando que las células entren en la fase S, y
evitando de ese modo que las células del foliculo sufran una catastrofe mitética o la muerte celular programada. Por
ejemplo, los antagonistas de hedgehog cinasa se pueden usar en pacientes que estan sometidos a quimioterapia o
terapia de radiacion, las cuales dan normalmente como resultado la pérdida del pelo. Inhibiendo la progresion del
ciclo celular durante tales terapias, el presente tratamiento puede proteger a las células del foliculo piloso de la
muerte, lo que de otro modo puede resultar de la activacion de los programas de muerte celular en ausencia de
reposo. Después de que la terapia de los antagonistas de hedgehog cinasa ha concluido, el presente método
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también se puede retirar con el alivio concomitante de la inhibicién de la proliferacién de las células foliculares.

Los antagonistas de hedgehog cinasa descritos también se pueden usar en el tratamiento de foliculitis, tales como
foliculitis decalvante, foliculitis uleritematosa reticulada o foliculitis queloidea. Por ejemplo, se puede aplicar
topicamente una preparacion cosmética de un antagonista de hedgehog cinasa en el tratamiento de
pseudofoliculitis, un trastorno cronico que aparece muy a menudo en la regién submandibular del cuello y esta
asociado con el afeitado, cuyas lesiones caracteristicas son papulas y pustulas eritematosas que contienen pelos
enterrados.

Los antagonistas de hedgehog cinasa descritos se pueden usar en un método para modular el crecimiento de pelo
humano. Sato et al., J. Clin. Invest. 104: 855-864 (1999) dieron a conocer que el aumento de la actividad de Shh en
piel postnatal funciona como un interruptor biolégico que induce a los foliculos pilosos en reposo a que entren en la
anagena, con el crecimiento consiguiente de pelo. Sato ef al. usaron un vector adenovirico AdShh, para transferir el
ADNc de Shh murino a piel de ratones C57BL/6 de 19 dias postnatales. La piel tratada mostré una expresion
incrementada de ARNm de Shh, Patched, y Gli-1. En ratones que recibieron AdShh, pero no en los controles, la
aceleracion en la anagena fue evidente, puesto que el tamario del foliculo piloso y la melanogénesis aumentaron, y
la queratina especifica del pelo ghHb-1 y los ARNm de tirosinasa relacionados con la sintesis de melamina se
acumularon. Finalmente, los ratones C57BL/6 mostraron una aceleracién notable del comienzo de crecimiento de
nuevo pelo en la regién de la administracion de AdShh a la piel semanas después del tratamiento, pero no en areas
no tratadas o tratadas con el vector de control. Después de 6 meses, la piel tratada con AdShh mostré una
morfologia de pelo normal y piel normal. De este modo, los antagonistas de hedgehog cinasa descritos pueden ser
utiles para regular o modular el crecimiento piloso inducido por Shh.

(iv) Proliferacion epitelial excesiva

Los antagonistas de hedgehog cinasa de la invencidon se pueden usar en un método para el tratamiento de
afecciones hiperplasicas (por ejemplo, queratosis) y afecciones epidérmicas neoplasicas caracterizadas por una tasa
elevada de proliferacion (por ejemplo, carcinoma de células escamosas). El presente método también se puede usar
en el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias que afectan a la piel, en particular, o enfermedades
dermatolégicas que implican proliferacion mérbida y/o queratinizacion de la epidermis, como por ejemplo causada
por psoriasis o dermatitis atopica. También seria de esperar que los trastornos habituales de la piel que se
caracterizan por proliferacion anormal localizada de la piel (por ejemplo, psoriasis, carcinoma de células escamosas,
queratocantoma, queratosis actinica) sean tratables mediante aplicacion de los antagonistas de hedgehog cinasa de
la invencion.

Las preparaciones de los antagonistas de hedgehog cinasa son adecuadas para el tratamiento de males
dermatoldgicos relacionados con trastornos de queratinizacion que provocan proliferacion anormal de células de la
piel, en los que tales trastornos pueden estar marcados por componentes inflamatorios o no inflamatorios. Los
antagonistas de hedgehog cinasa de la invencion, que promueven la inactivacion o diferenciacion, se pueden usar
para tratar formas variables de psoriasis, por gjemplo cutanea, mucosal o lingual. La psoriasis, como se describe
anteriormente, se caracteriza tipicamente por queratinocitos epidérmicos que presentan una notable activacion
proliferativa y diferenciacion a lo largo de una ruta “regenerativa”. El tratamiento con los antagonistas de hedgehog
cinasa de la presente invencién se puede usar para invertir la activacion epidérmica patolégica, y puede
proporcionar una base para la remisién sostenida de la enfermedad.

Una variedad de otros trastornos caracterizados por lesiones queratésicas también son candidatos para el
tratamiento con los antagonistas de hedgehog cinasa de la invencién. Las queratosis actinicas, por ejemplo, son
tumores premalignos inflamatorios superficiales que surgen en la piel irradiada y expuesta al sol. Las terapias
actuales incluyen escision y criocirugia. Estos tratamientos son sin embargo dolorosos, y a menudo producen
cicatrizacion cosméticamente inaceptable. En consecuencia, el tratamiento de queratosis, tal como queratosis
actinica, incluye la aplicacion de una composicion de antagonista de hedgehog en cantidades suficientes para inhibir
la proliferacién de células epidérmicas/epidermoides de la lesion.

(v) Acné

El acné representa todavia otro mal dermatoldgico que se puede tratar mediante los antagonistas de hedgehog
cinasa descritos. El acné vulgar, una enfermedad de multiples factores que aparece muy habitualmente en
adolescentes y adultos jovenes, se caracteriza por la aparicion de lesiones inflamatorias y no inflamatorias sobre la
cara y el tronco superior. El defecto basico que da lugar a acné vulgar es la hipercornificaciéon del conducto de una
glandula sebacea hiperactiva. La hipercornificacion bloquea la movilidad normal de los microorganismos de la piel y
de los foliculos, y, al hacerlo, estimula la liberacién de lipasas por bacterias Staphylococcus epidermidis y por
Pitrosporum ovale, una levadura. El tratamiento con antagonistas de hedgehog cinasa, particularmente
preparaciones topicas, puede ser util para prevenir los rasgos transicionales de los conductos, por ejemplo,
hipercornificacion, que conducen a la formacién de la lesion. Un régimen terapéutico que comprenda antagonistas
de hedgehog cinasa puede incluir ademas, por ejemplo, antibioticos, retinoides y antiandrégenos.
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(vi) Dermatitis y otros males de la piel

Los antagonistas de hedgehog cinasa descritos también se pueden usar en un método para tratar diversas formas
de dermatitis. La dermatitis es un término descriptivo que se refiere a lesiones pobremente demarcadas ya sea
pruriticas, eritematosas, escamosas, vesiculosas, lacrimosas, fisuradas o costrosas. Estas lesiones surgen de
cualquiera de una amplia variedad de causas. Los tipos mas habituales de dermatitis son atdpica, de contacto y
dermatitis de pafal. Por ejemplo, la dermatitis seborreica es una dermatitis cronica, habitualmente pruritica, con
eritema, escamas secas, himedas, o grasientas, y parches agrupados amarillos en diversas areas, especialmente el
cuero cabelludo, con esfoliaciéon de una cantidad excesiva de escamas secas. Los antagonistas de hedgehog cinasa
del presente método también se pueden usar en el tratamiento de dermatitis por estasia, una dermatitis a menudo
cronica, habitualmente eccematosa. La dermatitis actinica es una dermatitis debida a exposicién a radiacién actinica,
tal como la procedente del sol, ondas ultravioletas, o radiacion X o gamma. Segun la presente invencion, el presente
método se puede usar en el tratamiento y/o prevencion de ciertos sintomas de dermatitis causada por proliferacion
indeseada de células epiteliales. Tales terapias para estas diversas formas de dermatitis también pueden incluir
corticosteroides topicos y sistémicos, antipruriticos, y antibioticos.

Los males adicionales que se pueden tratar mediante el presente objeto son trastornos especificos para seres no
humanos, tal como sarna de las plantas.

Senalizacion de hedgehog no candnica

Los antagonistas de hedgehog cinasa de la invencion se pueden usar para regular la actividad en una ruta de Shh
no canonica que es independiente del complejo de receptores de Patched-Smoothened y los factores de
transcripcion Gli. En un informe reciente, Jarov et al., Dev. Biol. 261(2): 520-536 (2003), describen que, cuando se
inmovilizé Shh al sustrato (matriz extracelular) o se produjo mediante las propias células neuroepiteliales después de
la transfeccion, los explantes de la placa neural no se pudieron dispersar, y en su lugar formaron estructuras
compactas. Los cambios en las capacidades adhesivas de células neuroepiteliales provocados por Shh se podrian
explicar por la inactivacion de integrinas 1 de superficie combinado con un incremento en la adhesién celular
mediada por N-cadherinas. Esta adhesién mediada por Shh inmovilizada no contradice ni interfiere con las funciones
inductivas, mitdgenas y troficas mediadas por Shh (soluble) previamente conocidas, puesto que la Shh inmovilizada
promovié la diferenciacion de células neuroepiteliales en neuronas motoras y células de la placa ventral
mesencefalica con la misma potencia que Shh soluble. También se ha demostrado que la regulacion mediante Shh
de las propiedades de adhesion durante la morfogénesis del tubo neural es rapida y reversible, y no implica la ruta
clasica de sefalizacion de Patched-Smoothened-Gli, y es independiente y discernible de la diferenciacion celular
mediada por Shh. De este modo, las modificaciones de las propiedades adhesivas de las células epiteliales neurales
inducidas por Shh no se pueden atribuir a su efecto promotor de la diferenciacién, sino que revelan una nueva
funcién de Shh en este tejido, que no se ha descrito previamente. De este modo, los antagonistas de hedgehog
cinasa de la presente invencién se pueden usar para regular esta ruta de hedgehog no candnica que es
independiente de Ptch, Smo, Fu, Su(Fu) ylo Gli. Mas especificamente, tales antagonistas de hedgehog cinasa se
pueden usar en un método para interrumpir esta funcidon en tejidos neuronales u otros tejidos aplicables,
preferiblemente en etapas de desarrollo especificas.

IV. Composiciones y métodos de la invencion
A. Anticuerpos anti-hedgehog cinasa

Se describe aqui el uso de anticuerpos anti-hedgehog cinasa, que pueden encontrar uso aqui como agentes
terapéuticos, de diagnostico y/o de prondstico para determinar la gravedad de y/o pronosticar el transcurso de la
enfermedad de un tumor o cancer. Los anticuerpos ejemplares que se pueden usar para tales fines incluyen
anticuerpos policlonales, monoclonales, humanizados, y especificos, y heteroconjugados. El término “anticuerpos”
también incluye algunas veces fragmentos de unién a antigenos. Debido a que las hedgehog cinasas son
componentes intracelulares de la ruta de sefalizacion de hedgehog, se prefieren cuerpos de internalizacion, o
técnicas de suministro intracelular de los anticuerpos.

1. Anticuerpos policlonales

Los anticuerpos policlonales se provocan preferiblemente en animales mediante multiples inyecciones subcutaneas
(sc) o intraperitoneales (ip) del antigeno pertinente y un adyuvante. Puede ser Util conjugar el antigeno pertinente
(especialmente cuando se usan péptidos sintéticos) a una proteina que es inmundgena en las especies a inmunizar.
Por ejemplo, el antigeno se puede conjugar a hemocianina de lapa californiana (KLH), seroalbumina, tiroglobulina
bovina, o inhibidor de tripsina de haba de soja, usando un agente bifuncional o derivatizante, por ejemplo, éster de
maleimidobenzoil sulfosuccinimida (conjugacion a través de los restos de cisteina), N-hidroxisuccinimida (a través de
los restos de lisina), glutaraldehido, anhidrido succinico, SOCl,, 0o R’'N=C=NR, en el que Ry R' son grupos alquilo
diferentes.

Los animales se inmunizan frente al antigeno, conjugados inmundgenos, o derivados, combinando, por ejemplo, 100
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ug o 5 ug de la proteina o conjugado (para conejos o ratones, respectivamente) con 3 voliumenes de adyuvante
completo de Freund, e inyectando intradérmicamente la disolucion en multiples sitios. Un mes mas tarde, los
animales se revacunan con 1/5 a 1/10 de la cantidad original de péptido o conjugado en adyuvante completo de
Freund mediante inyeccion subcutanea en multiples sitios. Siete a 14 dias mas tarde, los animales se sangran, y el
suero se evalla para determinar el titulo de anticuerpos. Los animales se revacunan hasta que el titulo alcanza un
valor de meseta. Los conjugados también se pueden obtener en cultivo celular recombinante como fusiones
proteicas. También, los agentes agregantes, tales como alumbre, se usan de forma adecuada para potenciar la
respuesta inmunitaria.

2. Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales se pueden obtener usando el método de hibridoma descrito por primera vez por
Kohler et al., Nature, 256: 495 (1975), o se pueden obtener mediante métodos de ADN recombinante (patente U.S.
n® 4.816.567).

En el método de hibridoma, un ratén u otro animal hospedante apropiado, tal como un hamster, se inmuniza como
se describe anteriormente para provocar linfocitos que producen o sean capaces de producir anticuerpos que se
uniran especificamente a la proteina usada para inmunizacion. Como alternativa, los linfocitos se pueden inmunizar
in vitro. Tras la inmunizacion, los linfocitos se aislan y después se fusionan con una estirpe celular de mieloma
usando un agente de fusiéon adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una célula de hibridoma (Goding,
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, p. 59-103 (Academic Press, 1986)).

Las células de hibridoma asi preparadas se siembran y se hacen crecer en un medio de cultivo adecuado, medio el
cual contiene preferiblemente una o mas sustancias que inhiben el crecimiento o supervivencia de las células de
mieloma parentales no fusionadas (también denominadas como pareja de fusion). Por ejemplo, si las células de
mieloma parentales carecen de la enzima hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio
de cultivo selectivo para los hibridomas incluira tipicamente hipoxantina, aminopterina, y timidina (medio HAT),
sustancias las cuales evitan el crecimiento de células deficientes en HGPRT.

Las células de mieloma de pareja de fusion preferidas son aquellas que se fusionan eficientemente, mantienen la
produccién estable con un nivel elevado de anticuerpo mediante las células productoras de anticuerpos
seleccionadas, y son sensibles a un medio selectivo que selecciona frente a las células parentales no fusionadas.
Las estirpes celulares de mieloma preferidas son estirpes de mieloma murino, tales como aquellas derivadas de
tumores de ratén MOPC-21 y MPC-11 disponibles del Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, California
USA, y SP-2 y derivados por ejemplo células X63-Ag8-653 disponibles de la American Type Culture Collection,
Manassas, Virginia, USA. También se han descrito estirpes celulares de mieloma humano y de heteromieloma de
ratén-humano para la produccion de anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984); y
Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, p. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva
York, 1987)). El medio de cultivo en el que se hacen crecer las células de hibridoma se ensaya para determinar la
produccion de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno. Preferiblemente, la especificidad de union de
anticuerpos monoclonales producidos por células de hibridoma se determina mediante inmunoprecipitacién o
mediante ensayo de union in vitro, tal como radioinmunoensayo (RIA) o ensayo inmunosorbente enlazado a enzima
(ELISA).

3. Anticuerpos humanos y humanizados

Los anticuerpos anti-hedgehog cinasa utiles en la practica de la invencién pueden comprender ademas anticuerpos
humanizados o anticuerpos humanos. Las formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos)
son inmunoglobulinas quiméricas, cadenas o fragmentos inmunoglobulinicos de las mismas (tales como Fv, Fab,
Fab’, F(ab’), u otras subsecuencias de anticuerpos de unién a antigenos) que contienen una secuencia minima
derivada de inmunoglobulina no humana. Los anticuerpos humanizados incluyen inmunoglobulinas humanas
(anticuerpo receptor) en las que los restos de una region determinante de la complementariedad (CDR) del receptor
se sustituyen por restos de una CDR de una especie no humana (anticuerpo donante) tal como un ratén, rata, o
conejo, que tiene la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, los restos del armazoén Fv de la
inmunoglobulina humana se sustituyen por restos no humanos correspondientes. Los anticuerpos humanizados
también pueden comprender restos que no se encuentran ni en el anticuerpo receptor ni en las secuencias del
armazon o de CDR importadas. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos de al
menos uno, y tipicamente dos, dominios variables, en los que todas o sustancialmente todas las regiones CDR
corresponden a aquellas de una inmunoglobulina no humana, y todas o sustancialmente todas las regiones FR son
aquellas de una secuencia de consenso de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado también
comprendera optimamente al menos una porcidon de una regidon constante inmunoglobulinica (Fc), tipicamente
aquella de una inmunoglobulina humana [Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature,
332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1992)].

Los métodos para humanizar anticuerpos no humanos son bien conocidos en la técnica. Generalmente, un
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anticuerpo humanizado tiene uno o mas restos de aminoacidos introducidos en él a partir de una fuente que no es
humana. Estos restos de aminoacidos no humanos se denominan a menudo como restos “importados”, que se
toman tipicamente de un dominio variable “importado”. La humanizacién se puede llevar a cabo esencialmente
siguiendo el método de Winter y colaboradores [Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature,
332:323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988)], sustituyendo las CDR o secuencias de CDR
de roedores por las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. En consecuencia, tales anticuerpos
“humanizados” son anticuerpos quiméricos (patente U.S. n® 4.816.567), en los que sustancialmente menos de un
dominio variable humano intacto se ha sustituido por la secuencia correspondiente de una especie no humana. En la
practica, los anticuerpos humanizados son tipicamente anticuerpos humanos en los que algunos restos de CDR y
posiblemente algunos restos de FR se sustituyen por restos de sitios analogos en anticuerpos de roedores.

La eleccion de los dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, a usar en la obtencion de los
anticuerpos humanizados es muy importante para reducir la antigenicidad y la respuesta HAMA (anticuerpo humano
anti-ratén) cuando el anticuerpo esta destinado a uso terapéutico humano. Segun el método denominado de “mejor
ajuste”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor se selecciona frente a toda la libreria de
secuencias de dominios variables humanos conocidas. Se identifica la secuencia del dominio V humano que es la
mas cercana a la del roedor, y se acepta la regién de armazén humano (FR) en ella para el anticuerpo humanizado
(Sims et al., J. Immunol. 151:2296 (1993); Chothia et al., J. Mol. Biol., 196:901 (1987)). Otro método usa una region
de armazoén particular derivada de la secuencia de consenso de todos los anticuerpos humanos de un subgrupo
particular de cadenas ligeras o pesadas. El mismo armazén se puede usar para varios anticuerpos humanizados
diferentes (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); Presta et al., J. Immunol. 151:2623 (1993)).

Como alternativa, la tecnologia de presentacion de fagos (McCafferty et al., Nature 348:552-553 [1990]) se puede
usar para producir anticuerpos humanos y fragmentos de anticuerpos in vitro, a partir de repertorios de genes de
dominios variables (V) inmunoglobulinicos procedentes de donantes no inmunizados. Segun esta técnica, los genes
de dominios V de anticuerpos se clonan en el marco en un gen de proteina de cubierta mayor o menor de un
bacteriofago filamentoso, tal como M13 o fd, y se presentan como fragmentos de anticuerpos funcionales sobre la
superficie de la particula fagica. Debido a que la particula filamentosa contiene una copia de ADN monocatenario del
genoma fagico, las selecciones basadas en las propiedades funcionales del anticuerpo también dan como resultado
la seleccion del gen que codifica el anticuerpo que muestra esas propiedades. De este modo, el fago imita algunas
de las propiedades de la célula B. La presentacion de fagos se puede llevar a cabo en una variedad de formatos,
revisados en, por ejemplo, Johnson, Kevin S. y Chiswell, David J., Current Opinion in Structural Biology 3:564-571
(1993). Para la presentacion de fagos, se pueden usar varias fuentes de segmentos de genes V. Clackson et al.,
Nature, 352:624-628 (1991) aislaron una matriz diversa de anticuerpos anti-oxazolona a partir de una libreria
combinatoria aleatoria pequefia de genes V derivados de los bazos de ratones inmunizados. Se puede construir un
repertorio de genes V a partir de donantes humanos no inmunizados, y se pueden aislar anticuerpos contra un
conjunto diverso de antigenos (incluyendo autoantigenos) esencialmente siguiendo las técnicas descritas por Marks
et al., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991), o Griffith et al., EMBO J. 12:725-734 (1993). Véanse también las patentes
U.S. n% 5.565.332 y 5.573.905.

Como se discute anteriormente, los anticuerpos humanos también se pueden generar mediante células B activadas
in vitro (véanse las patentes U.S. 5.567.610 y 5.229.275).

4. Fragmentos de anticuerpos

En ciertas circunstancias hay ventajas a la hora de usar fragmentos de anticuerpos, en vez de anticuerpos
completos. El menor tamafio de los fragmentos permite un aclaramiento rapido, a la vez que retienen una
especificidad de union al antigeno similar de la molécula de longitud completa correspondiente, y pueden conducir a
un acceso mejorado a tumores sélidos.

Se han desarrollado técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpos. Tradicionalmente, estos fragmentos
se obtuvieron via digestion proteolitica de anticuerpos intactos (véanse, por ejemplo, Morimoto et al., Journal of
Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992); y Brennan et al., Science, 229:81 (1985)). Sin embargo,
estos fragmentos se pueden producir ahora directamente mediante células hospedantes recombinantes. Los
fragmentos de anticuerpos Fab, Fv y scFv se pueden expresar todos ellos en y se pueden segregar a partir de E.
coli permitiendo asi la produccion facil de grandes cantidades de estos fragmentos. Los fragmentos de anticuerpos
se pueden aislar de las librerias de fagos de anticuerpos explicadas anteriormente. Como alternativa, los fragmentos
Fab’-SH se pueden recuperar directamente de E. coli y se pueden acoplar quimicamente para formar fragmentos
F(ab’), (Carter et al., Bio/Technology 10:163-167 (1992)). Segun otro enfoque, los fragmentos F(ab’), se pueden
aislar directamente del cultivo de células hospedantes recombinantes. Los fragmentos Fab y F(ab’),, con una mayor
semivida in vivo, que comprenden restos de un epitopo de unién al receptor salvaje, se describen en la patente U.S.
n® 5.869.046. Otras técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpos seran manifiestas para el experto. En
otras realizaciones, el anticuerpo de eleccién es un fragmento Fv monocatenario (scFv). Véanse el documento WO
93/16185; la patente U.S. n° 5.571.894; y la patente U.S. n® 5.587.458. Fv y sFv son las Unicas especies con sitios
de combinacion intactos que estan desprovistos de regiones constantes; de este modo, son adecuados para la uniéon
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no especifica reducida durante el uso in vivo. Las proteinas de fusion de sFv se pueden construir para producir la
fusion de una proteina efectora en el término amino o carboxi de un sFv. Véase Antibody Engineering, ed.
Borrebaeck, mas arriba. El fragmento de anticuerpo también puede ser un “anticuerpo lineal”, por ejemplo como se
describe en la patente U.S. 5.641.870. Tales fragmentos de anticuerpo lineal pueden ser monoespecificos o
biespecificos.

5. Inmunoconjugados

La invencion también se refiere a inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo conjugado a un agente
citotoxico tal como un agente quimioterapéutico, un agente inhibidor del crecimiento, una toxina (por ejemplo, una
toxina enzimaticamente activa de origen bacteriano, fungico, vegetal, o animal, o sus fragmentos), o un isétopo
radioactivo (es decir, un radioconjugado).

a. Agentes quimioterapéuticos

Los agentes quimioterapéuticos utiles en la generacién de tales inmunoconjugados se han descrito anteriormente.
Las toxinas enzimaticamente activas y sus fragmentos que se pueden usar incluyen cadena A de la difteria,
fragmentos activos que no se unen de la toxina diftérica, cadena A de exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa),
cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii,
proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPII, y PAPS), inhibidor de momordica carantia,
curcina, crotina, inhibidor de saponaria oficinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina, y los
tricotecenos. Hay disponible una variedad de radionuclidos para la produccion de anticuerpos radioconjugados. Los
ejemplos incluyen 212g;, #1), B3, Oy, y '%Re. Los conjugados del anticuerpo y el agente citotoxico se obtienen
usando una variedad de agentes de acoplamiento de proteinas bifuncionales, tales como N-succinimidil-3-(2-
piridilditiol)propionato (SPDP), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como hidrocloruro de
adipimidato de dimetilo), ésteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tales como
glutaraldehido), compuestos bis-azidicos (tales como bis(p-azidobenzoil)hexanodiamina, derivados de bis-diazonio
(tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como 2,6-diisocianato de tolueno), y
compuestos fluorados bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, se puede preparar una
inmunotoxina de ricina como se describe en Vitetta et al., Science, 238: 1098 (1987). El acido 1-isotiocianatobencil-
3-metildietilentriaminpentaacético marcado con carbono 14 (MX-DTPA) es un agente quelante ejemplar para la
conjugacion de un radionucledtido al anticuerpo. Véase el documento W094/11026.

También se contemplan aqui conjugados de un anticuerpo y una o mas toxinas de pequefia molécula, tales como
una caligueamicina, maitansinoides, un tricoteno, y CC 1065, y los derivados de estas toxinas que tienen actividad
toxinica.

b. Maitansina y maitansinoides

Un anticuerpo anti-hedgehog cinasa (de longitud completa o sus fragmentos) descrito se puede conjugar a una o
mas moléculas maitansinoides.

Los maitansinoides son inhibidores mitéticos que actuan inhibiendo la polimerizacion de tubulina. La maitansina se
aislo por primera vez del arbusto africano oriental Maytenus serrata (patente U.S. n® 3.896.111). Subsiguientemente,
se descubrié que ciertos microbios también producen maitansinoides, tal como maitansinol y ésteres de maitansinol
C-3 (patente U.S. n° 4.151.042). El maitansinol sintético y sus derivados y analogos se describen, por ejemplo, en
las patentes U.S. n°® 4.137.230; 4.248.870; 4.256.746; 4.260.608; 4.265.814; 4.294.757; 4.307.016; 4.308.268;
4.308.269; 4.309.428; 4.313.946; 4.315.929; 4.317.821; 4.322.348; 4.331.598; 4.361.650; 4.364.866; 4.424.219;
4.450.254; 4.362.663; y 4.371.533.

En un intento por mejorar su indice terapéutico, la maitansina y los maitansinoides se han conjugado a anticuerpos
que se unen especificamente a antigenos de células tumorales. Los inmunoconjugados que contienen
maitansinoides y su uso terapéutico se describen, por ejemplo, en las patentes U.S. n°® 5.208.020, 5.416.064 y la
patente europea EP 0 425 235 B1. Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623 (1996) describieron
inmunoconjugados que comprenden un maitansinoide, designado DM1, enlazado al anticuerpo monoclonal C242
dirigido contra cancer colorrectal humano. Se encontré que el conjugado es muy citotdxico contra células de cancer
de colon cultivadas, y mostro actividad antitumoral en un ensayo de crecimiento tumoral in vivo. Chari et al., Cancer
Research 52:127-131 (1992) describen inmunoconjugados en los que se conjugd un maitansinoide con un ligador de
disulfuro al anticuerpo murino A7 que se une a un antigeno en estirpes celulares de cancer de colon humano, o a
otro anticuerpo monoclonal murino TA.1 que se une al oncogén HER-2/neu. La citotoxicidad del conjugado de TA.1-
maitansinoide se ensayo in vitro en la estirpe celular de cancer de mama humano SK-BR-3, que expresa 3 x 10°
antigenos de superficie HER-2 por célula. El conjugado farmacéutico logré un grado de citotoxicidad similar al
farmaco maitansinoide libre, que se pudo incrementar aumentando el nimero de moléculas de maitansinoide por
molécula de anticuerpo. El conjugado A7-maitansinoide mostré una baja citotoxicidad sistémica en ratones.

Los complejos de hedgehog cinasa-maitansinoides, incluyendo anticuerpo anti-hedgehog cinasa-maitansinoide (por
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ejemplo, anticuerpo anti-GYK-maitansinoide, anticuerpo anti-NEK1-maitansinoide, anticuerpo anti-TTK-
maitansinoide, anticuerpo anti-TTBK1-maitansinoide, fragmentos de unién a antigeno u oligopéptidos de los mismos,
se pueden preparar enlazando quimicamente el anticuerpo, fragmento u oligopéptido a una molécula de
maitansinoide sin disminuir significativamente la actividad biolégica del anticuerpo, fragmento, oligopéptido o la
molécula de maitansinoide. Una media de 3-4 moléculas de maitansinoide conjugadas por molécula de anticuerpo
ha mostrado eficacia potenciando la citotoxicidad de células diana sin afectar negativamente a la funcién o
solubilidad del anticuerpo, aunque se podria esperar que incluso una molécula de toxina/anticuerpo potencie la
citotoxicidad con respecto al uso de anticuerpo solo. Los maitansinoides son bien conocidos en la técnica, y se
pueden sintetizar mediante técnicas conocidas, o se pueden aislar de fuentes naturales. Los maitansinoides
adecuados se describen, por ejemplo, en la patente U.S. n°® 5.208.020 y en otras patentes y publicaciones no de
patentes citadas aqui anteriormente. Los maitansinoides preferidos son maitansinol y analogos de maitansinol
modificados en el anillo aromatico o en otras posiciones de la molécula de maitansinol, tales como diversos ésteres
de maitansinol.

Existen muchos grupos enlazantes conocidos en la técnica para obtener conjugados de anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos con maitansinoides, incluyendo, por ejemplo, los descritos en la patente U.S. n° 5.208.020 o la patente
EP 0 425 235 B1, y en Chari et al., Cancer Research 52:127-131 (1992). Los grupos enlazantes incluyen grupos
disulfuro, grupos tioéter, grupos labiles a acidos, grupos fotolabiles, grupos labiles a peptidasas, o grupos labiles a
esterasas, como se describen en las patentes identificadas anteriormente, prefiriéndose los grupos disulfuro y
tioéter.

Los conjugados del anticuerpo o fragmento de anticuerpo y maitansinoide se pueden obtener usando una variedad
de agentes de acoplamiento de proteinas bifuncionales tales como N-succinimidil-3-(2-piridilditiol)propionato (SPDP),
succinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato, iminotiolano  (IT), derivados bifuncionales de
imidoésteres (tales como hidrocloruro de adipimidato de dimetilo), ésteres activos (tales como suberato de
disuccinimidilo), aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos bis-azidicos (tales como bis(p-
azidobenzoil)hexanodiamina, derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina),
diisocianatos (tales como 2,6-diisocianato de tolueno), y compuestos fluorados bis-activos (tales como 1,5-difluoro-
2,4-dinitrobenceno). Los agentes de acoplamiento particularmente preferidos incluyen N-succinimidil-3-(2-
piridilditiol)propionato (SPDP), (Carlsson et al., Biochem. J. 173:723-737 [1978]) y N-succinimidil-4-(2-
piridiltio)pentanoato (SPP), para proporcionar un enlace de disulfuro.

El ligador se puede unir a la molécula de maitansinoide en diversas posiciones, dependiendo del tipo del enlace. Por
ejemplo, se puede formar un enlace de éster mediante reaccién con un grupo hidroxilo usando técnicas de
acoplamiento convencionales. La reaccion se puede producir en la posicion C-3 que tiene un grupo hidroxilo, la
posicion C-14 modificada con hidroximetilo, la posicion C-15 modificada con un grupo hidroxilo, y la posicion C-20
que tiene un grupo hidroxilo. En una realizacion preferida, el enlace se forma en la posicion C-3 de maitansinol o un
analogo de maitansinol.

c. Caliqueamicina

Otro inmunoconjugado de interés comprende anticuerpo anti-hedgehog cinasa, un fragmento de anticuerpo de union
a hedgehog cinasa, u oligopéptido de hedgehog cinasa conjugado a una o mas moléculas de caliqueamicina. La
familia de antibiéticos de caliqueamicina es capaz de producir rupturas de ADN bicatenario a concentraciones
subpicomolares. Para la preparacion de conjugados de la familia de caliqueamicina, véanse las patentes U.S.
5.712.374, 5.714.586, 5.739.116, 5.767.285, 5.770.701, 5.770.710, 5.773.001, 5.877.296 (todas ellas de American
Cyanamid Company). Los analogos estructurales de caliqueamicina que se pueden usar incluyen, pero no se limitan
a, y1',az',a3',N-acetiI-y1', PSAG vy ol (Hinman et al., Cancer Research 53:3336-3342 (1993), Lode et al., Cancer
Research 58:2925-2928 (1998) y las patentes U.S. mencionadas anteriormente de American Cyanamid). Otro
farmaco antitumoral con el que se puede conjugar el anticuerpo es QFA, que es un antifolato. Tanto caliqueamicina
como QFA tienen sitios de accion intracelulares y no cruzan facilmente la membrana plasmatica. Por lo tanto, la
captacion celular de estos agentes a través de la internalizacion mediada por anticuerpos potencia enormemente
sus efectos citotoxicos.

d. Otros agentes citotoxicos

Otros agentes antitumorales que se pueden conjugar a los antagonistas anti-hedgehog cinasa (anticuerpos,
fragmentos de unién a antigeno, oligopéptido) de la invencién incluyen BCNU, estreptozoicina, vincristina y 5-
fluorouracilo, la familia de agentes conocida colectivamente como complejo LL-E33288 descrita en las patentes U.S.
5.053.394, 5.770.710, asi como esperamicinas (patente U.S. 5.877.296).

Las toxinas enzimaticamente activas y sus fragmentos que se pueden usar incluyen la cadena A de difteria,
fragmentos activos que no se unen de la toxina diftérica, cadena A de exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa),
cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii,
proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPII, y PAPS), inhibidor de momordica carantia,
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curcina, crotina, inhibidor de saponaria oficinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina, y los
tricotecenos. Véase, por ejemplo, el documento WO 93/21232 publicado el 28 de octubre de 1993.

La presente invencion contempla ademas un inmunoconjugado formado entre un anticuerpo y un compuesto con
actividad nucleolitica (por ejemplo, una ribonucleasa o una ADN endonucleasa tal como desoxirribonucleasa;
ADNasa).

Para la destruccion selectiva del tumor, el anticuerpo puede comprender un atomo muy radioactivo. Existe una
variedad de isétopos radioactivos para la produccion de anticuerpos anti-hedgehog cinasa radioconjugados. Los
ejemplos incluyen AtZ”, Im, I125, Y 0, Re186, Re188, Sm153, Bim, P32, Pbm, e isétopos radioactivos de Lu. Cuando el
congugado se usa para diagnostico, puede comprender un atomo radioactivo para estudios de centelleo, por ejemplo
Tc™™ 0 1'®, 0 un marcador de espin para la formacion de imagenes mediante resonancia magnética nuclear (RMN)
(también conocida como formaciéon de imagenes de resonancia magnética, mri), tales como yodo-123, yodo-131,
indio-111, flior-19, carbono-13, nitrdgeno-15, oxigeno-17, gadolinio, manganeso o hierro.

Los radiomarcadores u otros marcadores se pueden incorporar en el conjugado de formas conocidas. Por ejemplo,
el péptido se puede biosintetizar, o se puede sintetizar mediante sintesis quimica de aminoacidos usando
precursores de aminoacidos adecuados que implican, por ejemplo, flior-19 en lugar de hidrégeno. Los marcadores
tales como tc® 0 1'?, Re'® Re'®® e In'"" se pueden unir via un resto de cisteina en el péptido. El itrio-90 se puede
unir via un resto de lisina. Se puede usar el método IODOGEN (Fraker et al (1978) Biochem. Biophys. Res.
Commun. 80: 49-57 para incorporar yodo-123. “Monoclonal Antibodies in Immunoscintiography” (Chatal, CRC Press
1989) describe otros métodos en detalle.

Los conjugados del anticuerpo y el agente citotoxico se pueden obtener usando una variedad de agentes de
acoplamiento de proteinas bifuncionales, tales como N-succinimidil-3-(2-piridilditiol)propionato (SPDP), succinimidil-
4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato, iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales
como hidrocloruro de adipimidato de dimetilo), ésteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo), aldehidos
(tales como glutaraldehido), compuestos bis-azidicos (tales como bis(p-azidobenzoil)hexanodiamina, derivados de
bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como 2,6-diisocianato de
tolueno), y compuestos fluorados bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, se puede
preparar una inmunotoxina de ricina como se describe en Vitetta et al., Science, 238: 1098 (1987). El acido 1-
isotiocianatobencil-3-metildietilentriaminpentaacético marcado con carbono 14 (MX-DTPA) es un agente quelante
ejemplar para la conjugacion de un radionucledtido al anticuerpo. Véase el documento WO 94/11026. El ligador
puede ser un “ligador escindible” que facilita la liberacién del farmaco citotoxico en la célula. Por ejemplo, se puede
usar un ligador labil a acidos, un ligador sensible a peptidasas, un ligador fotolabil, un ligador de dimetilo o un ligador
que contiene disulfuro (Chari et al., Cancer Research 52:127-131 (1992); Patente U.S. n° 5.208.020).

Como alternativa, se puede obtener una proteina de fusién o una molécula quimérica que comprende el antagonista
de hedgehog cinasa (por ejemplo anticuerpo, fragmento de unién a antigeno, oligopéptido) y agente citotdxico, por
efemplo, mediante técnicas recombinantes o sintesis peptidica. La longitud del ADN puede comprender regiones
respectivas que codifican las dos porciones del conjugado ya sea adyacentes entre si o separadas por una region
que codifica un péptido ligador que no destruye las propiedades deseadas del conjugado.

El anticuerpo descrito se puede conjugar a un “receptor’” (tal como estreptavidina) para la utilizacion en la
preseleccion de un tumor, en el que el conjugado de anticuerpo-receptor se administra al paciente, seguido de la
eliminacién del conjugado no unido de la circulacion usando un agente de aclaramiento y administrando después un
“ligando” (por ejemplo, avidina) que esta conjugado a un agente citotoxico (por ejemplo, un radionucleétido.

B. Oligopéptidos de union a hedgehog cinasa

Los oligopéptidos de unidon a hedgehog cinasa u oligopéptido de hedgehog cinasa descritos aqui son oligopéptidos
que se unen, de forma preferiblemente especifica a un péptido de hedgehog cinasa como se describe aqui. Los
oligopéptidos de unién a hedgehog cinasa se pueden sintetizar quimicamente usando metodologia de sintesis
oligopeptidica conocida, o se pueden preparar y purificar usando tecnologia recombinante. Los oligopéptidos de
hedgehog cinasa tienen habitualmente al menos alrededor de 5 aminoacidos de longitud, como alternativa tienen
una longitud de al menos alrededor de 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58,
59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,73, 74, 75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89,
90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 6 100 aminoacidos o mas, en el que tales oligopéptidos son capaces de unirse,
de forma preferiblemente especifica, a un polipéptido de hedgehog cinasa como se describe aqui. Los oligopéptidos
de hedgehog cinasa se pueden identificar sin experimentacion innecesaria usando técnicas bien conocidas. A este
respecto, se sefiala que las técnicas para identificar librerias oligopeptidicas para oligopéptidos que son capaces de
unirse especificamente a una diana polipeptidica son bien conocidos en la técnica (véanse, por ejemplo, las
patentes U.S. n*® 5.556.762, 5.750.373, 4.708.871, 4.833.092, 5.223.409, 5.403.484, 5.571.689, 5.663.143; las
publicaciones PCT n°® WO 84/03506 y WO84/03564; Geysen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 81:3998-4002
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(1984); Geysen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82:178-182 (1985); Geysen et al., en Synthetic Peptides as
Antigens, 130-149 (1986); Geysen et al., J. Immunol. Meth., 102:259-274 (1987); Schoofs et al., J. Immunol.,
140:611-616 (1988), Cwirla, S. E. et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:6378; Lowman, H.B. et al. (1991)
Biochemistry, 30:10832; Clackson, T. et al. (1991) Nature, 352: 624; Marks, J. D. et al. (1991), J. Mol. Biol., 222:581;
Kang, A.S. et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:8363, y Smith, G. P. (1991) Current Opin. Biotechnol., 2:668).

A este respecto, la presentacion de bacteriéfagos (fagos) es una técnica bien conocida que permite identificar
grandes librerias oligopeptidicas para identificar un miembro o miembros de aquellas librerias que son capaces de
unirse especificamente a una diana polipeptidica. La presentacion de fagos es una técnica mediante la cual se
presentan polipéptidos variantes como proteinas de fusién a la proteina de cubierta sobre la superficie de particulas
de bacteriéfagos (Scott, J.K. y Smith, G. P. (1990) Science 249: 386). La utilidad de la presentacion de fagos se
basa en el hecho de que se pueden clasificar rapida y eficientemente grandes librerias de variantes proteicas
selectivamente aleatorizadas (o ADNc clonados aleatoriamente) para aquellas secuencias que se unen a una
molécula diana con afinidad elevada. La presentacion de librerias peptidicas (Cwirla, S. E. et al. (1990) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 87:6378) o proteicas (Lowman, H.B. et al. (1991) Biochemistry. 30:10832; Clackson, T. et al. (1991)
Nature, 352: 624; Marks, J. D. et al. (1991), J. Mol. Biol., 222:581; Kang, A.S. et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 88:8363) en un fago se ha usado para identificar millones de polipéptidos u oligopéptidos en busca de aquellos
con propiedades de unién especifica (Smith, G. P. (1991) Current Opin. Biotechnol., 2:668). La clasificacion de
librerias de fagos de mutantes aleatorios requiere una estrategia de construir y propagar un gran numero de
variantes, un procedimiento para la purificaciéon mediante afinidad usando el receptor diana, y un medio para evaluar
los resultados de los enriquecimientos de la union. Patentes U.S. n®® 5.223.409, 5.403.484, 5.571.689, y 5.663.143.

Aunque la mayoria de los métodos de presentacion de fagos han usado sistemas de presentacion de fagos
filamentosos y de fagos lamboides (documentos WO 95/34683; U.S. 5.627.024), también se conocen sistemas de
presentacion de fagos T4 (Ren et al., Gene, 215: 439 (1998); Zhu et al., Cancer Research, 58(15):3209-3214 (1998);
Jiang et al., Infection & Immunity, 65(11): 4770-4777 (1997); Ren et al., Gene, 195(2):303-311 (1997); Ren, Protein
Sci., 5: 1833 (1996); Efimov et al., Virus Genes, 10: 173 (1995)) y sistemas de presentacion de fagos T7 (Smith y
Scott, Methods in Enzymology, 217: 228-257 (1993); patente U.S. 5.766.905).

Ahora se han desarrollado muchas otras mejoras y variaciones del concepto basico de presentacion de fagos. Estas
mejoras potencian la capacidad de los sistemas de presentacion para identificar librerias peptidicas para la union a
moléculas diana seleccionadas y presentar proteinas funcionales con el potencial de identificar aquellas proteinas en
busca de las propiedades deseadas. Se han desarrollado dispositivos de reaccién combinatorios para reacciones de
presentacion de fagos (documento WO 98/14277), y se han usado librerias de presentacion de fagos para analizar y
controlar interacciones bimoleculares (documentos (WO 98/20169; WO 98/20159) y propiedades de péptidos
helicoidales restringidos (documento WO 98/20036). El documento WO 97/35196 describe un método para aislar un
ligando de afinidad en el que una libreria de presentacion de fagos se pone en contacto con una disolucion en la que
el ligando se unira a una molécula diana, y una segunda disolucion en la que el ligando de afinidad no se unira a una
molécula diana, para aislar selectivamente ligandos de union. El documento WO 97/46251 describe un método de
biocribado mediante inmunoadsorcion de una libreria de presentacion de fagos aleatoria con un anticuerpo
purificado por afinidad, y de aislamiento después del fago de union, seguido de un proceso de microcribado por
inmunoadsorcion usando pocillos de microplacas para aislar el fago de unién de alta afinidad. También se ha dado a
conocer el uso de la proteina A de Staphlylococcus aureus como una etiqueta de afinidad (Li et al. (1998) Mol
Biotech., 9:187). El documento WO 97/47314 describe el uso de librerias de sustraccion de sustratos para distinguir
especificidades enzimaticas usando una libreria combinatoria que puede ser una libreria de presentaciéon de fagos.
En el documento WO 97/09446 se describe un método para seleccionar enzimas adecuadas para uso en
detergentes usando presentacién de fagos. En las patentes U.S. n° 5.498.538, 5.432.018 y el documento 98/15833
se describen métodos adicionales para seleccionar proteinas de union especificas.

Los métodos para generar librerias peptidicas e identificar estas librerias también se describen en las patentes U.S.
n° 5.723.286, 5.432.018, 5.580.717, 5.427.908, 5.498.530, 5.770.434, 5.734.018, 5.698.426, 5.763.192, y
5.723.323.

C. Identificacién de antagonistas de hedgehog cinasa

Las técnicas para generar los antagonistas de hedgehog cinasa (polipéptidos, anticuerpos, polipéptidos,
oligopéptidos, moléculas de ARNI, constructos de ARNi, ribozimas y moléculas organicas) para uso se han descrito
anteriormente. Se pueden seleccionar ademas anticuerpos (y sus fragmentos de unién a antigeno), oligopéptidos u
otras moléculas organicas con ciertas caracteristicas bioldgicas, segun se desee.

Los efectos inhibidores del crecimiento de los diversos antagonistas de hedgehog cinasa utilizables en la invencion
se pueden evaluar mediante métodos conocidos en la técnica, por ejemplo usando células que expresan un
polipéptido de hedgehog cinasa ya sea endégenamente o después de la transfeccion con el gen de hedgehog
cinasa. Por ejemplo, las estirpes celulares tumorales apropiadas y las células transfectadas con acido nucleico que
codifica hedgehog cinasa se pueden tratar con los antagonistas de hedgehog cinasa de la invencion a diversas
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concentraciones durante unos pocos dias (por ejemplo, 2-7 dias) y se pueden tefiir con violeta de cristal o MTT, o se
pueden analizar mediante algin otro ensayo colorimétrico. Otro método para medir la proliferacion seria
comparando la captacion de *H-timidina por las células tratadas en presencia o ausencia de tales antagonistas de
hedgehog cinasa. Después del tratamiento, las células se cosechan, y la cantidad de radiactividad incorporada en el
ADN se cuantifica en un contador de centelleo. Los controles positivos apropiados incluyen el tratamiento de una
estirpe celular seleccionada con un anticuerpo inhibidor del crecimiento que se sabe que inhibe el crecimiento de
esa estirpe celular. La inhibicién del crecimiento de células tumorales in vivo se puede determinar de diversas
maneras conocidas en la técnica. Preferiblemente, la célula tumoral es aquella que sobreexpresa un polipéptido de
hedgehog. Preferiblemente, tales antagonistas de hedgehog cinasa inhibiran in vitro o in vivo la proliferacién celular
de una célula tumoral que expresa hedgehog en alrededor de 25-100% en comparacién con una célula tumoral no
tratada, mas preferiblemente en alrededor de 30-100%, e incluso mas preferiblemente en alrededor de 50-100% o
70-100%, en una realizacion, a una concentracion de anticuerpo de alrededor de 0,5 a 30 pg/ml. La inhibicion del
crecimiento se puede medir a una concentracion de antagonista de hedgehog cinasa de alrededor de 0,5 a 30 pg/ml
o alrededor de 0,5 nM a 200 nM en cultivo celular, en el que la inhibicién del crecimiento se determina 1-10 dias
después de la exposicion de las células tumorales al antagonista. El antagonista es inhibidor del crecimiento in vivo
si la administracion del antagonista y/o agonista a alrededor de 1 pg/kg a alrededor de 100 mg/kg de peso corporal
da como resultado una reduccion en el tamario del tumor o una reduccién de la proliferacion de las células tumorales
en alrededor de 5 dias a 3 meses desde la primera administracion del anticuerpo, preferiblemente en alrededor de 5
a 30 dias.

Para seleccionar los antagonistas de hedgehog cinasa que inducen la muerte celular, se puede evaluar la pérdida de
integridad de membrana como se indica, por ejemplo, mediante captacion de yoduro de propidio (Pl), azul de tripan
o 7AAD, con relacion a un control. Se puede llevar a cabo un ensayo de captacion de Pl en ausencia de células
efectoras inmunitarias y del complemento. Las células tumorales que expresan el polipéptido de hedgehog cinasa se
incuban con medio solo o medio que contiene el antagonista de hedgehog cinasa apropiado. Las células se incuban
durante un periodo de tiempo de 3 dias. Después de cada tratamiento, las células se lavan y se distribuyen en
alicuotas en tubos de 12 x 75 con tapa de colador de 35 mm (1 ml por tubo, 3 tubos por grupo de tratamiento) para
la eliminacién de grumos celulares. Los tubos reciben entonces Pl (10 pg/ml). Las muestras se pueden analizar
usando un citémetro de flujo FACSCAN® y software FACSCONVERT® CellQuest (Becton Dickinson). Entonces se
pueden seleccionar aquellos antagonistas de hedgehog cinasa que inducen niveles estadisticamente significativos
de muerte celular, segun se determina mediante la captacion de PI.

Para identificar anticuerpos anti-hedgehog cinasa que se unen a un epitopo en un polipéptido de hedgehog cinasa,
se puede llevar a cabo un ensayo habitual de bloqueo cruzado, tal como el descrito en Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow y David Lane (1988). Este ensayo se puede usar para determinar
si un anticuerpo de ensayo, oligopéptido u otra molécula organica se une al mismo sitio o epitopo como un
anticuerpo anti-hedgehog cinasa conocido. Como alternativa, o adicionalmente, se puede llevar a cabo el
cartografiado epitopico mediante métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, la secuencia del anticuerpo se
puede mutagenizar tal como mediante barrido de alanina, para identificar restos de contacto. El anticuerpo mutante
se ensaya inicialmente para determinar la unién con anticuerpo policlonal para asegurar el plegamiento apropiado.
En un método diferente, los péptidos que corresponden a diferentes regiones de un polipéptido de hedgehog cinasa
se pueden usar en ensayos de competicion con los anticuerpos de ensayo o con un anticuerpo de ensayo y un
anticuerpo con un epitopo caracterizado o conocido.

D. Variantes del polipéptido de hedgehog cinasa

Ademas de los polipéptidos de hedgehog cinasa descritos aqui, se contempla que se pueden preparar variantes de
tales moléculas. Tales variantes se pueden preparar introduciendo cambios nucleotidicos apropiados en el ADN
codificante, y/o mediante sintesis del anticuerpo o polipéptido deseado. Los expertos en la técnica apreciaran que
los cambios de los aminoacidos pueden alterar procesos post-traduccionales de estas moléculas, tal como el cambio
del nimero o posicion de sitios de glucosilacion, o alteracion de las caracteristicas de anclaje de la membrana.

Se pueden realizar variaciones en la secuencia de aminoacidos, por ejemplo usando cualquiera de las técnicas y
directrices para mutaciones conservativas y no conservativas expuestas, por ejemplo, en la patente U.S. n°
5.364.934. Las variaciones pueden ser una sustitucion, eliminacion o inserciéon de uno o mas codones que codifican
la secuencia de aminoacidos que da como resultado un cambio en la secuencia de aminoacidos en comparacion
con la secuencia nativa. Opcionalmente, la variacién es mediante sustitucién de al menos un aminoacido con
cualquier otro aminoacido en uno o mas de los dominios de la secuencia de aminoacidos de interés. Se puede
encontrar una guia a la hora de determinar qué resto de aminoacido se puede insertar, sustituir o suprimir sin afectar
adversamente a la actividad deseada comparando la secuencia de la secuencia de aminoacidos de interés con
moléculas proteicas conocidas homologas, y minimizando el nimero de cambios de la secuencia de aminoacidos
realizados en regiones de alta homologia. Las sustituciones de aminoacidos pueden ser el resultado de sustituir un
aminoacido por otro aminoacido que tiene propiedades estructurales y/o quimicas similares, tales como la
sustitucién de una leucina por una serina, es decir, sustituciones de aminoacidos conservativas. Las inserciones o
supresiones pueden estar opcionalmente en el intervalo de alrededor de 1 a 5 aminoacidos. La variaciéon permitida
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se puede determinar realizando sistematicamente inserciones, eliminaciones o sustituciones de aminoacidos en la
secuencia, y ensayando las variantes resultantes para determinar la actividad mostrada por la secuencia nativa
madura o de longitud completa.

Se proporcionan aqui fragmentos de los diversos polipéptidos de hedgehog cinasa. Tales fragmentos se pueden
truncar en el término N o en el término C, o pueden carecer de restos internos, por ejemplo, cuando se comparan
con un anticuerpo o proteina nativa de longitud completa. Tales fragmentos que carecen de restos de aminoacidos
que no son esenciales para una actividad bioldgica deseada también son utiles con los métodos descritos.

Los fragmentos polipeptidicos anteriores se pueden preparar mediante cualquiera de un nuimero de técnicas
convencionales. Los fragmentos peptidicos deseados se pueden sintetizar quimicamente. Un enfoque alternativo
implica generar tales fragmentos mediante digestion enzimatica, por ejemplo tratando la proteina con una enzima
que se sabe que escinde proteinas en sitios definidos por restos de aminoacidos particulares, o digiriendo el ADN
con enzimas de restriccion adecuadas y aislando el fragmento deseado. Aun otra técnica adecuada implica aislar y
amplificar un fragmento de ADN que codifica el fragmento deseado mediante reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). Los oligonucledtidos que definen los términos deseados del fragmento de ADN se emplean en los cebadores
de 5y 3’ en la PCR. Preferiblemente, tales fragmentos comparten al menos una actividad bioldgica y/o inmunolégica
con la molécula de longitud completa correspondiente.

Las sustituciones conservativas de interés se muestran en la Tabla 5 bajo el encabezamiento de sustituciones
preferidas. Si tales sustituciones dan como resultado un cambio en la actividad bioldgica, entonces se introducen
mas cambios sustanciales, denominados sustituciones ejemplares en la Tabla 5, o como se describe adicionalmente
mas abajo con referencia a las clases de aminoacidos, y los productos se criban a fin de identificar la variante
deseada.

Tabla 5
Resto Sustituciones Sustituciones
Original Ejemplares Preferidas
Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys
Asn(N) GIn; His; Asp; Lys; Arg GIn
Asp (D)  Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser, Ala Ser
GIn(Q)  Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp, GIn Asp
Gly (G) Pro; Ala Ala
His (H) Asn; GIn; Lys; Arg Arg

Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucina Leu

)
Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe lle
(

Lys (K) Arg; GIn; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Leu
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W)  Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
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Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina  Leu

Las modificaciones sustanciales en la funcién o identidad inmunolégica de los polipéptidos variantes de hedgehog
cinasa se logran seleccionando sustituciones que difieren significativamente en su efecto a la hora de mantener (a)
la estructura de la cadena principal polipeptidica en el area de la sustituciones, por ejemplo como una conformacion
de lamina o helicoidal, (b) la carga o hidrofobia de la molécula en el sitio diana, o (c) el volumen de la cadena lateral.
Los restos de origen natural se dividen en grupos basandose en propiedades de cadenas laterales habituales:

(1) hidréfobos: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) hidrdfilos neutros: Cys, Ser, Thr; Asn; GIn

(3) acidos: Asp, Glu;

(4) basicos: His, Lys, Arg;

(5) restos que influyen en la orientacion de la cadena: Gly, Pro; y
(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones no conservativas supondran intercambiar un miembro de una de estas clases por otra clase. Tales
restos sustituidos también se pueden introducir en los sitios de sustitucion conservativa, o, mas preferiblemente, en
los sitios que queden (no conservados).

Las variaciones se pueden realizar usando métodos conocidos en la técnica, tales como mutagénesis mediada por
oligonucleotidos (dirigida al sitio), barrido de alanina, y mutagénesis de PCR. La mutagénesis dirigida al sitio [Carter
et al., Nucl. Acids Res., 13: 4331 (1986); Zoller et al., Nucl. Acids Res., 10:6487 (1987)], la mutagénesis de casete
[Wells et al., Gene, 34:315 (1985)], la mutagénesis de seleccién de restriccion [Wells et al., Philos. Trans. R. Soc.
London SerA, 317:415 (1986)], u otras técnicas conocidas se pueden llevar a cabo sobre el AND clonado, para
producir la molécula de hedgehog cinasa.

También se puede emplear el analisis de aminoacidos de barrido para identificar uno o mas aminoacidos a lo largo
de una secuencia contigua. Entre los aminoacidos de barrido preferidos estan los aminoacidos neutros,
relativamente pequefios. Tales aminoacidos incluyen alanina, glicina, serina y cisteina. La alanina es tipicamente un
aminoacido de barrido preferido entre este grupo debido a que elimina la cadena lateral mas alla del carbono beta, y
es menos probable que altere la conformacién de cadena principal de la variante [Cunningham y Wells, Science,
244:1081-1085 (1989)]. La alanina también se prefiere tipicamente debido a que es el aminoacido mas comun.
Ademas, se encuentra frecuentemente tanto en posiciones enterradas como expuestas [Creighton, The Proteins,
(W.H. Freeman & Co., N.Y.); Chothia, J. Mol. Biol., 150:1 (1976)). Si la sustitucion de alanina no produce cantidades
adecuadas de variante, se puede usar un aminoacido isotérico.

Cualquier resto de cisteina no implicado en el mantenimiento de la conformacién apropiada de los polipéptidos
variantes de hedgehog cinasa también se puede sustituir, generalmente por serina, para mejorar la estabilidad
oxidativa de la molécula y evitar la reticulacion aberrante. Por el contrario, se puede afiadir un enlace o enlaces de
cisteina a tal molécula para mejorar su estabilidad (particularmente cuando el anticuerpo es un fragmento de
anticuerpo tal como un fragmento Fv).

Un tipo particularmente preferido de variante sustitucional implica sustituir uno o mas restos de una region de union.
Por ejemplo, en el caso de un antagonista de hedgehog cinasa que es un anticuerpo anti-hedgehog cinasa, restos
de region hipervariable de un anticuerpo progenitor (por ejemplo, un anticuerpo humanizado o humano).
Generalmente, la variante o variantes resultantes seleccionadas para el desarrollo posterior tendran propiedades
biolégicas mejoradas con relacion al anticuerpo progenitor a partir del cual se generan. Una forma conveniente para
generar tales variantes sustitucionales implican la maduracion de afinidad usando presentacion de fagos. De forma
breve, varios sitios de region hipervariable (por ejemplo, 6-7 sitios) se mutan para generar todas las posibles
sustituciones de aminoacidos en cada sitio. Las variantes asi generadas se presentan de una manera monovalente
a partir de particulas de fagos filamentosos como fusiones al producto del gen Il de M13 empaquetado en cada
particula. Las variantes presentadas en los fagos se identifican entonces en busca de su actividad bioldgica (por
efemplo, afinidad de unién) como se describe aqui. A fin de identificar sitios de region hipervariable candidatos para
la modificacién, se puede llevar a cabo una mutagénesis de barrido de alanina para identificar restos de region
hipervariable que contribuyen significativamente a la unién al antigeno. Como alternativa, o adicionalmente, puede
ser beneficioso analizar una estructura cristalina del complejo antigeno-anticuerpo para identificar puntos de
contacto entre el anticuerpo y el polipéptido diana. Tales restos de contacto y restos vecinos son candidatos para la
sustitucion segun las técnicas elaboradas aqui. Una vez se generan tales variantes, el panel de las variantes se
somete a un cribado como se describe aqui, y los anticuerpos con propiedades superiores en uno o mas ensayos
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pertinentes se pueden seleccionar para el desarrollo posterior.

Las moléculas de acido nucleico que codifican variantes de la secuencia de aminoacidos de polipéptidos variantes
de hedgehog cinasa se preparan mediante una variedad de métodos conocidos en la técnica. Estos métodos
incluyen, pero no se limitan a, aislamiento a partir de una fuente natural (en el caso de variantes de secuencia de
aminoacidos de origen natural) o preparacion mediante mutagénesis mediada por oligonucleétidos (o dirigida al
sitio), mutagénesis de PCR, y mutagénesis de casete de una secuencia nativa o una variante preparada
anteriormente.

E. Preparacion de polipéptidos de hedgehog

La descripcion a continuacion se refiere principalmente a la produccion de polipéptidos de hedgehog cultivando
células transformadas o transfectadas con un vector que contiene acido nucleico tales como anticuerpos,
polipéptidos, oligopéptidos. Para los fines de esta seccion solamente, la expresion “polipéptidos de hedgehog” debe
incluir componentes de sefializacion de hedgehog, asi como ciertos antagonistas de hedgehog cinasa (es decir,
anticuerpos, polipéptidos, oligopéptidos que se pueden preparar convenientemente mediante tecnologia
recombinante. Por supuesto, se contempla que se pueden emplear métodos alternativos, que son bien conocidos en
la técnica, para preparar tales anticuerpos, polipéptidos y oligopéptidos. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos
apropiada, o porciones de la misma, se puede producir mediante sintesis peptidica directa usando técnicas en fase
soélida [véanse, por ejemplo, Stewart et al., Solid-Phase Peptide Synthesis, W.H. Freeman Co., San Francisco, CA
(1969); Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85: 2149-2154 (1963)]. La sintesis proteica in vitro se puede llevar a cabo
usando técnicas manuales o mediante automatizacion. La sintesis automatizada se puede lograr, por ejemplo,
usando un sintetizador peptidico de Applied Biosystems Peptide (Foster City, CA), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Diversas porciones de tales anticuerpos, polipéptidos u oligopéptidos se pueden sintetizar quimicamente
de forma separada, y se pueden combinar usando métodos quimicos o enzimaticos para producir el producto
deseado.

1. Aislamiento de ADN que codifica polipéptidos de hedgehog

El ADN que codifica un polipéptido de hedgehog se puede obtener a partir de una libreria de ADNc preparada a
partir de tejido que se cree que posee tal ARNm de anticuerpo, polipéptido u oligopéptido, y lo expresa a un nivel
detectable. En consecuencia, el ADN que codifica tales polipéptidos se puede obtener convenientemente a partir de
una libreria de ADNc preparada de tejido humano, una libreria gendmica o mediante procedimientos sintéticos
conocidos (por ejemplo sintesis de acidos nucleicos automatizada).

Las librerias se pueden identificar con sondas (tales como oligonucleétidos de al menos alrededor de 20-80 bases),
disefiadas para identificar el gen de interés o la proteina codificada por él. La identificacion de la libreria de ADNc o
de la libreria gendémica con la sonda seleccionada se puede llevar a cabo usando procedimientos estandar, tales
como se describe en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (New York: Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989). Como alternativa, se puede usar metodologia de PCR. [Sambrook et al., mas arriba;
Dieffenbach et al., PCR Primer; A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1995)].

Las técnicas para identificar una libreria de ADNc son bien conocidas en la técnica. Las secuencias
oligonucleotidicas seleccionadas como sondas deberian tener suficiente longitud y ser suficientemente no ambiguas
de manera que se minimicen los falsos positivos. El oligonucleétido se marca preferiblemente de manera que se
pueda detectar al hibridarse a ADN en la libreria que se identifica. Los métodos para el marcaje son bien conocidos
en la técnica, e incluyen el uso de radiomarcadores como ATP marcado con 32P, biotinilacién o marcaje enzimatico.
En Sambrook et al., mas arriba, se proporcionan condiciones de hibridacién, que incluyen restriccion moderada y
restriccion elevada.

Las secuencias identificadas en tales métodos de identificacion de librerias se pueden comparar y alinear con otras
secuencias conocidas depositadas y disponibles en bases de datos publicas tales como GenBank u otras bases de
datos de secuencias privadas. La identidad de secuencia (a nivel de aminoacidos o de nucleétidos) en las regiones
definidas de la molécula o a lo largo de la secuencia de longitud completa se puede determinar usando métodos
conocidos en la técnica y como se describen aqui.

El acido nucleico que tiene la secuencia codificante de la proteina se puede obtener identificando librerias
seleccionadas de ADNc o librerias genémicas usando la secuencia de aminoacidos deducida descrita aqui por
primera vez, y, si es necesario, usando procedimientos de extensién con cebadores convencionales como se
describe en Sambrook et al., mas arriba, para detectar precursores e intermedios de procesamiento de ARNm que
puede que no se hayan transcrito de forma inversa en ADNCc.

2. Seleccion y transformacion de células hospedantes

Las células hospedantes se transfectan o transforman con vectores de expresion o de clonacién descritos aqui para
la produccién de polipéptidos de hedgehog y cultivados en medios nutrientes convencionales modificados segun sea
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apropiado para inducir promotores, seleccionar transformantes, o amplificar los genes que codifican las secuencias
deseadas. Las condiciones de cultivo, tales como medio, temperatura, pH y similares, se pueden seleccionar por el
experto sin experimentacion excesiva. En general, los principios, protocolos y técnicas practicas para maximizar la
productividad de cultivos celulares se pueden encontrar en Mammalian Cell Biotechnology: A Practical Approach, M.
Butler, ed. (IRL Press, 1991) y Sambrook et al., mas arriba.

Los métodos de transfeccion de células eucariotas y de transformacién de células procariotas son conocidos para el
experto, por ejemplo transfeccion mediante CaCl,, CaPO4, mediada por liposomas, y electroporacion. Dependiendo
de la célula hospedante usada, la transformacién se lleva a cabo usando técnicas estandar apropiadas para tales
células. El tratamiento con calcio que emplea cloruro de calcio, como se describe en Sambrook et al., mas arriba, o
la electroporacion se usa generalmente para procariotas. La infeccion con Agrobacterium tumefaciens se usa para la
transformacion de ciertas células vegetales, como se describe por Shaw et al., Gene, 23:315 (1983) y el documento
WO 89/05859, publicado el 29 de junio de 1989. Para células de mamiferos sin tales paredes celulares, se puede
emplear el método de precipitacion con fosfato de calcio, de Graham y van der Eb, Virology, 52:456-457 (1978). Los
aspectos generales de las transfecciones de sistemas hospedantes de células de mamiferos se han descrito en la
patente U.S. n® 4.399.216. Las transformaciones en levaduras se llevan a cabo tipicamente segun el método de Van
Solingen et al., J. Bact., 130:946 (1977) y Hsiao et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 76:3829 (1979). Sin embargo,
también se pueden usar otros métodos para introducir ADN en células, tales como mediante microinyeccion nuclear,
electroporacion, fusién de protoplastos bacterianos con células intactas, o policationes, por ejemplo, polibreno,
poliornitina. Para las diversas técnicas para transformar células de mamiferos, véanse Keown et al., Methods in
Enzymology, 185:527-537 (1990) y Mansour et al., Nature, 336:348-352 (1988).

Las células hospedantes adecuadas para clonar o expresar el ADN en los vectores aqui incluyen células
procariotas, de levadura, o de eucariotas superiores. Los procariotas adecuados incluyen, pero no se limitan a,
eubacterias, tales como organismos gramnegativos o grampositivos, por ejemplo enterobacteriaceas tales como E.
coli. Existen publicamente diversas cepas de E. coli, tales como la cepa MM294 de E. coli K12 MM294 (ATCC
31.446); E. coli X1776 (ATCC 31.537); la cepa W3110 de E. coli (ATCC 27.325) y K5 772 (ATCC 53.635). Otras
células hospedantes procariotas adecuadas incluyen enterobacteriaceas tales como Escherichia, por ejemplo, E.
coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, por ejemplo, Salmonella typhimurium, Serratia, por
ejemplo, Serratia marcescans, y Shigella, asi como Bacilli tales como B. subtilis y B. licheniformis (por ejemplo, B.
licheniformis 41P descrito en el documento DD 266.710 publicado el 12 de abril de 1989), Pseudomonas tales como
P. aeruginosa, y Streptomyces. Estos ejemplos son mas bien ilustrativos y no limitantes. La cepa W3110 es un
hospedante u hospedante progenitor particularmente preferido, debido a que es una cepa hospedante comun para
fermentaciones de productos de ADN recombinante. Preferiblemente, la célula hospedante segrega cantidades
minimas de enzimas proteoliticas. Por ejemplo, la cepa W3110 se puede modificar para efectuar una mutacion
genética en los genes que codifican proteinas enddégenas al hospedante, incluyendo los ejemplos de tales
hospedantes la cepa 1A2 de E. coliW3110, que tiene el genotipo completo tonA; la cepa 9E4 de E. coliW3110, que
tiene el genotipo completo fonA ptr3; la cepa 27C7 de E. coliW3110 (ATCC 55.244), que tiene el genotipo completo
tonA ptr3 phoA E15 (argF-lac)169 degP ompT kan', la cepa 37D6 de E. coli W3110, que tiene el genotipo completo
tonA ptr3 phoA E15 (argF-lac)169 degP ompT rbs7 ilvG kan', la cepa 40B4 de E. coli W3110, que es la cepa 37D6
con la mutacién de supresion de degP no resistente a canamicina; y una cepa de E. coli que tiene proteasa
periplasmica mutante, descrita en la patente U.S. n°® 4.946.783, expedida el 7 de agosto de 1990. Como alternativa,
son adecuados los métodos in vitro de clonacion, por ejemplo PCR u otras reacciones de polimerasa de acidos
nucleicos.

El anticuerpo de longitud completa, los fragmentos de anticuerpo, y las proteinas de fusién con anticuerpos se
pueden producir en bacterias, en particular cuando no se necesitan ni la glucosilacion ni la funcién efectora de Fc, tal
como cuando el anticuerpo terapéutico se conjuga a un agente citotoxico (por ejemplo, una toxina) y el propio
inmunoconjugado muestra eficacia en la destruccién de células tumorales. Los anticuerpos de longitud completa
tienen una mayor semivida en circulacion. La produccion en E. coli es mas rapida y mas eficiente desde el punto de
vista del coste. Para la expresion de fragmentos de anticuerpos y polipéptidos en bacterias, véanse, por ejemplo,
U.S. 5.648.237 (Carter et. al.), U.S. 5.789.199 (Joly et al.), y U.S. 5.840.523 (Simmons et al.), que describe la region
de iniciacién de la traduccion (TIR) y secuencias sefal para optimizar la expresion y secrecion, incorporandose estas
patentes aqui como referencia. Después de la expresion, el anticuerpo se aisla de la pasta de células de E. coli en
una fraccién soluble y se puede purificar mediante, por efemplo, una columna de proteina A o G, dependiendo del
isotipo. La purificacién final se puede llevar a cabo de forma similar al procedimiento para purificar anticuerpo
expresado en células adecuadas (por ejemplo, células CHO).

Ademas de procariotas, los microbios eucariotas tales como hongos filamentosos o levaduras son hospedantes
adecuados de clonacion o expresion para vectores que codifican polipéptidos de hedgehog. Saccharomyces
cerevisiae es un microorganismo hospedante eucariota inferior usado habitualmente. Otros incluyen
Schizosaccharomyces pombe (Beach y Nurse, Nature, 290: 140 [1981]; documento EP 139.383, publicado el 2 de
mayo de 1985); hospedantes de Kluyveromyces (patente U.S. n® 4.943.529; Fleer et al., Bio/Technology, 9:968-975
(1991)), tales como, por ejemplo, K. lactis (MW98-8C, CBS683, CBS4574; Louvencourt et al., J. Bacteriol., 154
(2):737-742 [1983]), K. fragilis (ATCC 12,424), K. bulgaricus (ATCC 16,045), K. wickeramii (ATCC 24,178), K. walltii
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(ATCC 56,500), K. drosophilarum (ATCC 36,906; Van den Berg et al., Bio/Technology, 8:135 (1990)), K.
thermotolerans, y K. marxianus; yarrowia (documento EP 402.226); Pichia pastoris (documento EP 183.070;
Sreekrishna et al., J. Basic Microbiol., 28: 265-278 [1988]); Candida; Trichoderma reesia (documento EP 244.234);
Neurospora crassa (Case et al., Proc. Natl, Acad. Sci. USA, 76:5259-5263 [1979]); Schwanniomyces tales como
Schwanniomyces occidentalis (documento EP 394.538 publicado el 31 de octubre de 1990); y hongos filamentosos
tales como, por ejemplo, Neurospora, Penicillium, Tolypocladium (documento WO 91/00357. publicado el 10 de
enero de 1991), y hospedantes de Aspergillus, tales como A. nidulans (Ballance et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun., 112:284-289 [1983]; Tiloum et al., Gene, 26:205-221 [1983]; Yelton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:
1470-1474 [1984]) y A. niger (Kelly y Hynes, EMBO J., 4:475-479 [1985]). Las levaduras metilotropicas son
adecuadas aqui, e incluyen, pero no se limitan a, levadura capaz de crecer en metanol, seleccionada del género que
consiste en Hansenula, Candida, Kloeckera, Pichia, Saccharomyces, Torulopsis, y Rhodotorula. En C. Anthony, The
Biochemistry of Methylotrophs, 269 (1982) se puede encontrar una lista de especies especificas que son ejemplares
de esta clase de levaduras.

Las células hospedantes adecuadas para la expresion de la produccion de polipéptido de hedgehog cinasa
glucosilado derivan de organismos multicelulares. Los ejemplos de células de invertebrados incluyen células de
insectos tales como Drosophila S2 y Spodoptera Sf9, asi como células vegetales, tales como cultivos celulares de
algoddn, maiz, patata, haba de soja, petunia, tomate, y tabaco. Se han identificado numerosas cepas y variantes
baculoviricas, y células hospedantes de insectos permisivas correspondientes, a partir de hospedantes tales como
Spodoptera frugiperda (oruga), Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopictus (mosquito), Drosophila melanogaster
(mosca de la fruta), y Bombyx mori. Existe publicamente una variedad de cepas viricas para la transfeccion, por
efemplo, la variante L-1 de Autographa californica NPV y la cepa Bm-5 de Bombyx mori NPV, y tales virus se pueden
usar como el virus aqui segun la presente invencion, particularmente para la transfeccion de células de Spodoptera
frugiperda.

Sin embargo, el interés ha sido mayor en células de vertebrados, y la propagacion de células de vertebrados en
cultivo (cultivo tisular) se ha convertido en un procedimiento normal. Los ejemplos de estirpes celulares hospedantes
de mamiferos utiles son la linea CV1 de rifién de mono transformada mediante SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); la
linea de rifdn embrionario humano (293 o células 293 subclonadas para crecimiento en cultivo en suspension,
Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de rifion de bebé de hamster (BHK, ATCC CCL 10); células de
ovario de hamster chino /-DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); células de Sertoli
de ratén (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)); células de riidn de mono (CVI ATCC CCL 70); células de
rindn de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma de cuello uterino humano (HELA,
ATCC CCL 2); células de rifion canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de higado de rata bufalo (BRL 3A, ATCC
CRL 1442); células de pulmoén humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado humano (Hep G2, HB 8065);
tumor mamario de ratén (MMT 060562, ATCC CCL51); células TRI (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68
(1982)); células MRC 5; células FS4; y la linea de hepatoma humano (Hep G2).

Las células hospedantes se transforman con los vectores de expresion o de clonacién descritos anteriormente para
la produccioén del polipéptido de hedgehog, y se cultivan en medio nutriente convencional modificado segun sea
apropiado para inducir promotores, seleccionar transformantes, o amplificar los genes que codifican las secuencias
deseadas.

3. Seleccioén y uso de un vector replicable

El acido nucleico (por ejemplo, ADNc o ADN genémico) que codifica el polipéptido de hedgehog respectivo se puede
insertar en un vector replicable para la clonacion (amplificacion del ADN) o para la expresién. Existen publicamente
diversos vectores. El vector puede estar, por ejemplo, en forma de un plasmido, cosmido, particula virica, o fago. La
secuencia de acido nucleico apropiada se puede insertar en el vector mediante una variedad de procedimientos. En
general, el ADN se inserta en un sitio o sitios de endonucleasas de restriccion apropiados, usando técnicas
conocidas en la técnica. Los componentes del vector generalmente incluyen, pero no se limitan a, una o mas de una
secuencia sefal, un origen de replicacion, uno o mas genes marcadores, un elemento potenciador, un promotor, y
una secuencia de terminacién de la transfeccion. La construccién de vectores adecuados que contienen uno o mas
de estos componentes emplea técnicas de ligamiento estandar que son conocidas por el experto.

El polipéptido de hedgehog se puede producir de forma recombinante no sélo directamente, sino también como un
polipéptido de fusién con un polipéptido heterélogo, que puede ser una secuencia sefial u otro polipéptido que tiene
un sitio de escision especifico en el término N de la proteina o polipéptido maduro. En general, la secuencia sefal
puede ser un componente del vector, o puede ser una parte del ADN que codifica la secuencia madura que se
inserta en el vector. La secuencia sefial puede ser una secuencia sefial procariota, seleccionada, por ejemplo, del
grupo de los lideres de fosfatasa alcalina, penicilinasa, Ipp, o enterotoxina Il termoestable. Para la secrecion por
levaduras, la secuencia sefial puede ser, por ejemplo, el lider de invertasa de levadura, el lider del factor alfa
(incluyendo lideres del factor o. de Saccharomyces 'y Kluyveromyces, describiéndose este ultimo en la patente U.S.
n® 5.010.182), o un lider de fosfatasa acida, el lider de glucoamilasa de C. albicans (documento EP 362.179,
publicado el 4 de abril de 1990), o la sefial descrita en el documento WO 90/13646, publicado el 15 de noviembre de
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1990. En la expresion en células de mamifero, las secuencias sefial de mamiferos se pueden usar para la secrecion
directa de la proteina, tal como secuencia sefial de polipéptidos segregados de la misma especie o una especie
relacionada, asi como lideres secretores viricos.

Tanto los vectores de expresion como de clonacion contienen una secuencia de acido nucleico que permite que el
vector se replique en una o mas células hospedantes seleccionadas. Tales secuencias son bien conocidas para una
variedad de bacterias, levaduras, y virus. El origen de replicacién a partir del plasmido pBR322 es adecuado para la
mayoria de las bacterias gramnegativas, el origen del plasmido 2 p es adecuado para levaduras, y diversos origenes
viricos (SV40, polioma, adenovirus, VSV o BPV) son Uutiles para clonar vectores en células de mamifero.

Los vectores de expresion y de clonacion contendran tipicamente un gen de seleccion, también denominado un
marcador seleccionable. Los genes de seleccion tipicos codifican proteinas que (a) confieren resistencia a
antibioticos o a otras toxinas, por ejemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato, o tetraciclina, (b) complementan
deficiencias auxotrdéficas, o (c) suministran nutrientes criticos no disponibles a partir de los medios complejos, por
efemplo, el gen que codifica D-alanina racemasa para Bacilli.

Un ejemplo de marcadores seleccionables adecuados para células de mamifero son aquellos que permiten la
identificacion de células competentes para captar acido nucleico que codifica la proteina deseada, tal como DHFR o
timidina cinasa. Una célula hospedante apropiada cuando se emplea DHFR de tipo salvaje es la estirpe celular
CHO, deficiente en actividad de DHFR, preparada y propagada como se describe por Urlaub et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 77:4216 (1980). Un gen de seleccidon adecuado para uso en levaduras es el gen trp1 presente en el
plasmido de levadura YRp7 [Stinchcomb et al., Nature, 282:39 (1979); Kingsman et al., Gene, 7:141 (1979);
Tschemper et al., Gene, 10:157 (1980)]. El gen frp1 proporciona un marcador de seleccion para una cepa mutante
de levadura que carece de la capacidad para crecer en triptéfano, por ejemplo ATCC n° 44076 o PEP4-1 [Jones,
Genetics, 85:12 (1977)].

Los vectores de expresion y clonaciéon contienen habitualmente un promotor enlazado operablemente a la secuencia
de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos deseada, a fin de dirigir la sintesis del ARNm. Los
promotores reconocidos por una variedad de células hospedantes potenciales son bien conocidos. Los promotores
adecuados para uso con hospedantes procariotas incluyen los sistemas de promotores de B-lactamasa y de lactosa
[Chang et al., Nature, 275:615 (1978); Goeddel et al., Nature, 281:544 (1979)], el sistema del promotor de fosfatasa
alcalina, un sistema del promotor de triptéfano (trp) [Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980); documento EP
36.776], y promotores hibridos tales como el promotor tac [deBoer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:21-25
(1983)]. Los promotores para uso en sistemas bacterianos también contendran una secuencia de Shine-Dalgarno
(S.D.), enlazado operablemente al ADN que codifica la secuencia proteica deseada.

Los ejemplos de las secuencias promotoras adecuadas para uso con hospedantes de levaduras incluyen los
promotores para 3-fosfoglicerato cinasa [Hitzeman et al., J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)] u otras enzimas
glucoliticas [Hess et al., J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968); Holland, Biochemistry, 17:4900 (1978)], tales como
enolasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, hexocinasa, piruvato descarboxilasa, fosfofructocinasa, glucosa-6-
fosfato isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa, piruvato cinasa, triosafosfato isomerasa, fosfoglucosa isomerasa, y
glucocinasa.

Otros promotores de levaduras, que son promotores inducibles que tienen la ventaja adicional de una transcripcion
controlada por las condiciones de crecimiento, son las regiones promotoras para alcohol deshidrogenasa 2,
isocitocromo C, fosfatasa acida, enzimas degradantes asociadas con el metabolismo de nitrégeno, metalotioneina,
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, y enzimas responsables de la utilizacion de maltosa y galactosa. En el
documento EP 73.657 se describen adicionalmente vectores y promotores adecuados para uso en la expresion de
levaduras.

La transcripcion del ADN en células hospedantes de mamifero esta controlada, por ejemplo, por promotores
obtenidos de los genomas de virus tales como el virus de polioma, el virus de la viruela aviar (documento UK
2.211.504, publicado el 5 de julio de 1989), adenovirus (tal como Adenovirus 2), virus del papiloma bovino, virus del
sarcoma aviar, citomegalovirus, un retrovirus, el virus de la hepatitis B, y el virus 40 de simios (SV40), de promotores
de mamiferos heterdlogos, por ejemplo el promotor de actina o un promotor de inmunoglobulina, y de promotores de
choque térmico, con la condicién de que tales promotores sean compatibles con los sistemas de células
hospedantes.

La transcripcion de un ADN que codifica el polipéptido de hedgehog se puede incrementar insertando en el vector
una secuencia potenciadora. Los potenciadores son elementos de ADN que actian en cis, habitualmente de
alrededor de 10 a 300 pb, que actian sobre un promotor para incrementar su transcripcion. Ahora se conocen
muchas secuencias potenciadoras procedentes de genes de mamiferos (globina, elastasa, albumina, a-fetoproteina,
e insulina). Tipicamente, sin embargo, se usara un potenciador de un virus de célula eucariota. Los ejemplos
incluyen el potenciador de SV40 en el lado tardio del origen de replicacion (pb 100-270), el potenciador del promotor
temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma en el lado tardio del origen de replicacion, y potenciadores
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adenoviricos. El potenciador se puede empalmar en el vector en una posiciéon 5 o 3’ a la secuencia codificante de
las secuencias de aminoacidos precedentes, pero esta situado preferiblemente en un sitio 5’ a partir del promotor.

Los vectores de expresion usados en células hospedantes eucariotas (células de levaduras, hongos, insectos,
plantas, animales, seres humanos, o células nucleadas de otros organismos multicelulares) también contendran
secuencias necesarias para la terminacion de la transcripcion y para estabilizar el ARNm. Tales secuencias estan
disponibles habitualmente a partir de las regiones no traducidas 5’ y, ocasionalmente, 3’ de ADN eucariotas o viricos
o ADNc. Estas regiones contienen segmentos nucleotidicos transcritos como fragmentos poliadenilados en la
porcién no traducida del ARNm que codifica el anticuerpo, polipéptido u oligopéptido respectivo descrito en esta
seccion.

En Gething et al., Nature, 293:620-625 (1981); Mantei et al., Nature, 281:40-46 (1979); documento EP 117.060; y
documento EP 117.058 se describen aun otros métodos, vectores y células hospedantes adecuados para la
adaptacion a la sintesis del anticuerpo, polipéptido u oligopéptido respectivo en cultivo celular de vertebrados
recombinante.

4. Cultivo de las células hospedantes

Las células hospedantes usadas para producir los polipéptidos de hedgehog se pueden cultivar en una variedad de
medios. Los medios comercialmente disponibles, tales como Ham’s F10 (Sigma), Medio Esencial Minimo ((MEM),
(Sigma), RPMI-1640 (Sigma), y Medio de Eagle Modificado de Dulbecco ((DMEM), Sigma), son adecuados para el
cultivo de las células hospedantes. Ademas, cualquiera de los medios descritos en Ham et al.,, Meth. Enz. 58:44
(1979), Barnes et al., Anal. Biochem.102:255 (1980), patentes U.S. Pat. n® 4.767.704; 4.657.866; 4.927.762;
4.560.655; 0 5.122.469; documentos WO 90/03430; WO 87/00195; o patente U.S. Re. 30.985, se pueden usar como
medios de cultivo para las células hospedantes. Cualquiera de estos medios se puede suplementar segun sea
necesario con hormonas y/u otros factores de crecimiento (tales como insulina, transferrina, o factor de crecimiento
epidérmico), sales (tales como cloruro de sodio, calcio, magnesio y fosfato), tampones (tales como HEPES),
nucledtidos (tales como adenosina y timidina), antibidticos (tales como el farmaco GENTAMYCIN™), oligoelementos
(definidos como compuestos inorganicos presentes habitualmente en concentraciones finales en el intervalo
micromolar), y glucosa o cualquier fuente equivalente de energia. También se pueden incluir cualesquiera otros
suplementos necesarios en concentraciones apropiadas que seran conocidas por los expertos en la técnica. Las
condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH, y similares, son aquellas usadas previamente con la célula
hospedante seleccionada para la expresion, y seran manifiestas para el experto normal.

5. Deteccion de la amplificacién/expresion génica

La amplificacion y/o expresion génica se puede medir en una muestra directamente, por ejemplo mediante
transferencia Southern convencional, transferencia Northern para cuantificar la transcripcion de ARNm [Thomas,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 5201-5205 (1980)], transferencia de punto (analisis de ADN), o hibridacién in situ,
usando una sonda marcada apropiadamente, basandose en las secuencias proporcionadas aqui. Como alternativa,
se pueden emplear anticuerpos que pueden reconocer duplex especificos, incluyendo duplex de ADN, duplex de
ARN, y duplex hibridos de ADN-ARN o duplex de ADN-proteina. A su vez, los anticuerpos se pueden marcar, y se
puede llevar a cabo el ensayo, en el que el duplex se une a una superficie, de manera que, con la formacion del
duplex en la superficie, se puede detectar la presencia de anticuerpo unido al duplex.

Como alternativa, la expresién génica se puede medir por métodos inmunoldgicos, tales como tincion
inmunohistoquimica de células o secciones tisulares, y ensayo de cultivo celular o fluidos corporales, para cuantificar
directamente la expresion del producto génico. Los anticuerpos utiles para la tincion inmunohistoquimica y/o el
ensayo de fluidos de muestras pueden ser monoclonales o policlonales, y se pueden preparar en cualquier
mamifero. Convenientemente, los anticuerpos adecuados para el presente método se pueden preparar frente a un
polipéptido u oligopéptido de secuencia nativa, o frente a una secuencia exégena fusionada a ADN y que codifica un
epitopo de anticuerpo especifico de tal polipéptido u oligopéptido.

6. Purificacion de proteina

Los polipéptidos de hedgehog se pueden recuperar del medio de cultivo o a partir de lisados de células
hospedantes. Si esta unido a la membrana, se puede liberar de la membrana usando una disolucion detergente
adecuada (por efemplo Triton-X 100), o mediante escision enzimatica. Las células empleadas en la expresion de lo
anterior se pueden destruir por diversos medios fisicos o quimicos, tales como un ciclo de congelacion-
descongelacion, ultrasonidos, destruccion mecanica, o agentes que destruyen las células.

Puede ser deseable purificar lo anterior de proteinas o polipéptidos celulares recombinantes. Los siguientes
procedimientos son ejemplares de los procedimientos de purificacion adecuados: mediante fraccionamiento en una
columna de intercambio i6nico; precipitacion con etanol; HPLC de fase inversa; cromatografia sobre silice o sobre
una resina de intercambio catidnico, tal como DEAE; cromatoenfoque; SDS-PAGE; precipitacion por sulfato de
amonio; filtracion en gel usando, por ejemplo, Sephadex G-75; columnas de proteina A-Sepharose, para eliminar
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contaminantes tales como IgG; y columnas que quelan metales, para unir formas etiquetadas con epitopo de las
moléculas deseadas. Se pueden emplear diversos métodos de purificacion de proteinas, y tales métodos se
conocen en la técnica y se describen, por ejemplo, en Deutscher, Methods in Enzymology, 182 (1990); Scopes,
Protein Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag, Nueva York (1982). La etapa o etapas de purificacion
seleccionadas dependeran, por ejemplo, de la naturaleza del proceso de produccién usado y del anticuerpo,
polipéptido u oligopéptido particular producido para los métodos reivindicados.

Cuando se usan técnicas recombinantes, el polipéptido de hedgehog se puede producir intracelularmente, en el
espacio periplasmico, o se puede segregar directamente en el medio. Si tales moléculas se producen
intracelularmente, como una primera etapa se elimina el desecho en particulas, ya sea células hospedantes o
fragmentos lisados, por ejemplo, mediante centrifugacion o ultrafiltracion. Carter et al., Bio/Technology 10:163-167
(1992) describen un procedimiento para aislar anticuerpos que son segregados al espacio periplasmico de E. coli.
De forma breve, la pasta celular se descongela en presencia de acetato de sodio (pH 3,5), EDTA, y fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) durante alrededor de 30 minutos. El desecho celular se puede eliminar mediante
centrifugacion. Cuando el anticuerpo es segregado al medio, los sobrenadantes de tales sistemas de expresion se
concentran generalmente en primer lugar usando un filiro para la concentracién de proteina comercialmente
disponible, por ejemplo una unidad de ultrafiltracion Amicon o Millipore Pellicon. Se puede incluir un inhibidor de
proteasas, tal como PMSF, en cualquiera de las etapas anteriores, para inhibir la proteolisis, y se pueden incluir
antibidticos para evitar el crecimiento de contaminantes inesperados.

La purificacion se puede producir usando, por ejemplo, cromatografia con hidroxilapatita, electroforesis en gel,
didlisis, y cromatografia de afinidad, siendo la cromatografia de afinidad la técnica de purificacion preferida. La
idoneidad de la proteina A como ligando de afinidad depende de la especie e isotipo de cualquier dominio Fc
inmunoglobulinico que esté presente en el anticuerpo. La proteina A se puede usar para purificar anticuerpos que se
basan en las cadenas pesadas y1, y2 o y4 humanas (Lindmark et al., J. Immunol. Meth. 62:1-13 (1983)). La proteina
G se recomienda para todos los isotipos de raton y para y3 humana (Guss et al., EMBO J. 5:15671575 (1986)). La
matriz a la que se fija el ligando de afinidad es muy a menudo agarosa, pero existen otras matrices. Las matrices
mecanicamente estables, tales como vidrio de poro controlado o poli(estirendivinil)benceno permiten caudales mas
rapidos y tiempos de procesamiento mas cortos que los que se pueden lograr con agarosa. Cuando el anticuerpo
comprende un dominio Cy3, la resina Bakerbond ABX™ (J. T. Baker, Phillipsburg, NJ) es util para la purificacion.
También estan disponibles otras técnicas para la purificaciéon de proteinas, tales como fraccionamiento en una
columna de intercambio idnico, precipitaciéon con etanol, HPLC de fase inversa, cromatografia sobre silice,
cromatografia en heparina, cromatografia SEPHAROSE™ sobre una resina de intercambio anidnico o catiénico (tal
como una columna de poliacido aspartico), cromatoenfoque, SDS-PAGE, y precipitacion con sulfato de amonio,
dependiendo del anticuerpo a recuperar.

Tras cualquier etapa o etapas de purificacion preliminares, la mezcla que comprende el anticuerpo de interés y los
contaminantes se puede someter a cromatografia de interaccion hidréfoba de pH bajo usando un tampén de elucién
a un pH entre alrededor de 2,5-4,5, preferiblemente llevada a cabo a concentraciones salinas bajas (por ejemplo, de
alrededor de 0-0,25 M de sal).

F. Formulaciones farmacéuticas

Las formulaciones terapéuticas de los antagonistas de hedgehog cinasa (“agente terapéutico”) usadas segun la
presente invencion se pueden preparar para almacenamiento mezclando el agente o agentes terapéuticos que
tienen el grado deseado de pureza con vehiculos, excipientes o estabilizantes farmacéuticamente aceptables
(Remington: The Science of Practice of Pharmacy, 20? edicién, Gennaro, A. et al., Ed., Philadelphia College of
Pharmacy and Science (2000)), en forma de formulaciones liofilizadas o disoluciones acuosas. Los vehiculos,
excipientes o estabilizantes aceptables son no toxicos para los receptores a las dosis y concentraciones empleados,
e incluyen tampones tales como acetato, Tris, fosfato, citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes, incluyendo
acido ascoérbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de
hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquilparabenos tales
como metil- o propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso
molecular (menores que alrededor de 10 restos); proteinas, tales como seroalbumina, gelatina, o inmunoglobulinas;
polimeros hidroéfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina, o lisina; monosacaridos, disacaridos, y otros hidratos de carbono, incluyendo glucosa, manosa, o dextrinas;
agentes quelantes tales como EDTA, tonificantes tales como trehalosa y cloruro de sodio; azicares tales como
sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; tensioactivo tal como polisorbato; contraiones formadores de sal, tales como
sodio; complejos metdlicos (por ejemplo, complejos de Zn-proteina); y/o tensioactivos no idnicos, tales como
TWEEN®, PLURONICS® o polietilenglicol (PEG). El anticuerpo comprende preferiblemente el anticuerpo a una
concentracion entre 5-200 mg/ml, preferiblemente entre 10-100 mg/ml.

Las formulaciones aqui también pueden contener mas de un compuesto activo segin sea necesario para la
indicacion particular que se trate, preferiblemente aquellos con actividades complementarias que no se afecten de
forma adversa entre si. Por ejemplo, ademas del agente o agentes terapéuticos anteriores, puede ser deseable
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incluir en la formulacion un anticuerpo adicional, por ejemplo un segundo agente terapéutico, o un anticuerpo para
alguna otra diana, tal como un factor de crecimiento que afecta al crecimiento del glioma. Como alternativa, o
adicionalmente, la composicion puede comprender ademas un agente quimioterapéutico, un agente citotdxico, una
citocina, un agente inhibidor del crecimiento, un agente antihormonal, y/o un cardioprotector. Tales moléculas se
presentan de forma adecuada en combinacién en cantidades que son efectivas para el fin pretendido.

Los ingredientes activos también se pueden atrapar en microcapsulas, preparadas, por ejemplo, mediante técnicas
de coacervacion o mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo microcapsulas de hidroximetilcelulosa o de
gelatina y microcapsulas de poli(metacrilato de metilo), respectivamente, en sistemas de suministro de farmacos
coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o
en macroemulsiones. Tales técnicas se describen en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, mas
arriba.

Se pueden preparar preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidrofobos sélidos que contienen el anticuerpo, matrices
las cuales estan en forma de articulos conformados, por ejemplo peliculas, o microcapsulas. Los ejemplos de
matrices de liberacion sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (Por ejemplo, poli(metacrilato de 2-hidroxietilo), o
poli(alcohol vinilico)), polilactidas (patente U.S. n° 3.773.919), copolimeros de acido L-glutamico y y-L-glutamato de
etilo, etileno-acetato de vinilo no degradable, copolimeros degradables de acido lactico-acido glicélico, tales como el
LUPRON DEPOT® (microesferas inyectables compuestas de copolimero de acido lactico-acido glicélico y acetato
de leuprolida), y poliacido D-(-)-3-hidroxibutirico.

Las formulaciones a usar para la administracion in vivo deben ser estériles. Esto se logra facilmente mediante
filtracion a través de membranas de filtracion estériles.

G. Diagnéstico y tratamiento con antagonistas de hedgehog cinasa

Para determinar la expresion de hedgehog cinasa en tumor o cancer, existen diversos ensayos de diagndstico. En
una realizacion, la sobreexpresion del polipéptido de hedgehog y/o la sobreexpresion del polipéptido se puede
analizar mediante inmunohistoquimica (IHC). Las secciones tisulares embebidas en parafina procedentes de una
biopsia tumoral se pueden someter a un ensayo de IHC y se puede conceder un criterio de intensidad de tincion del
polipéptido de hedgehog cinasa segun lo siguiente:

Puntuacion 0 — no se observa tincidon, o se observa tincion de la membrana en menos de 10% de células
tumorales.

Puntuacion 1+ - se detecta una tincion débil/apenas perceptible de la membrana en mas de 10% de las
células tumorales. Las células sélo se tifien en una parte de su membrana.

Puntuacion 2+ - se observa una tincion completa débil a moderada de la membrana en mas de 10% de las
células tumorales.

Puntuacion 3+ - se observa una tincién completa moderada a fuerte de la membrana en mas de 10% de las
células tumorales.

Aquellos tumores con puntuaciones de 0 6 1+ para la expresion de hedgehog cinasa se pueden caracterizar como
que no sobreexpresan hedgehog cinasa, respectivamente, mientras que aquellos tumores con puntuaciones de 2+ o
3+ se pueden caracterizar como que sobreexpresan hedgehog cinasa, respectivamente.

Como alternativa, o adicionalmente, se pueden llevar a cabo ensayos de FISH, tales como el INFORM® (vendido
por Ventana, Arizona) o PATHVISION® (Vysis, lllinois), en tejido tumoral fijado en formalina y embebido en parafina,
para determinar el grado (si lo hay) de sobreexpresion de hedgehog cinasa en el tumor.

La sobreexpresion o amplificacion de hedgehog cinasa se puede evaluar usando un ensayo de diagndstico in vivo,
por ejemplo administrando una molécula (tal como un anticuerpo, oligopéptido, molécula organica, ARNi, constructo
de ARNI, oligonucleétido antisentido) que se une a la molécula a detectar, y que esta etiquetada con un marcador
detectable (por ejemplo, un is6topo radioactivo o un marcador fluorescente), y haciendo un barrido externo del
paciente para la localizacion del marcador.

Actualmente, dependiendo de la etapa del cancer, el tratamiento del cancer implica una o una combinacién de las
siguientes terapias: cirugia para eliminar el tejido canceroso, terapia de radiacién, y quimioterapia. La terapia que
comprende administrar antagonistas de hedgehog cinasa puede ser especialmente deseable en pacientes ancianos
que no toleran bien la toxicidad ni los efectos secundarios de la quimioterapia, y en enfermedad metastasica en la
que la terapia de radiacion tiene una utilidad limitada. Los antagonistas de hedgehog cinasa dirigidos contra tumores
del presente método inventivo también se pueden usar para aliviar canceres que sobreexpresan hedgehog cinasa
con el diagndstico inicial de la enfermedad o durante la recaida. Para aplicaciones terapéuticas, tales antagonistas

48



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2377 885 T3

de hedgehog cinasa se pueden usar en combinacién con, antes o después de la aplicacion de otros agentes
convencionales y/o métodos para el tratamiento de glioma, por ejemplo hormonas, antiangidbgenos, o compuestos
radiomarcados, o con cirugia, crioterapia, radioterapia y/o quimioterapia. Los farmacos quimioterapéuticos tales
como TAXOTERE® (docetaxel), TAXOL® (paclitaxel), estramustina y mitoxantrona se usan para tratar cancer, en
particular, en pacientes con riesgo muy elevado.

En particular, se contempla la terapia de combinacién con paclitaxel y derivados modificados (véase, por ejemplo, el
documento EP 0600517). El anticuerpo, polipéptido, oligopéptido o molécula organica anterior se administrara con
una dosis terapéuticamente efectiva del agente quimioterapéutico. En otra realizacién, tal anticuerpo, polipéptido,
oligopéptido o molécula organica se administra conjuntamente con quimioterapia para potenciar la actividad y
eficacia del agente quimioterapéutico, por ejemplo paclitaxel. El Physicians Desk Reference (PDR) describe las
dosis de estos agentes que se han usado en el tratamiento de diversos canceres. El régimen de dosificacion y las
dosis de estos farmacos quimioterapéuticos mencionados anteriormente que son terapéuticamente efectivos
dependeran del cancer particular que se esté tratando, el grado de la enfermedad y otros factores familiares para el
médico de pericia en la técnica, y se pueden administrar por el médico.

En una realizacion particular, se administra al paciente un inmunoconjugado que comprende tal antagonista de
hedgehog cinasa conjugado con un agente citotoxico. Preferiblemente, tal inmunoconjugado es internalizado por la
célula, dando como resultado una eficacia terapéutica mayor del inmunoconjugado a la hora de exterminar la célula
cancerosa a la que se une. En una realizacion preferida, el agente citotoxico se dirige o interfiere con el acido
nucleico en la célula cancerosa. Los ejemplos de tales agentes citotoxicos se describen anteriormente, e incluyen
maitansinoides, caliqueamicinas, ribonucleasas y endonucleasas de ADN.

Los antagonistas de hedgehog cinasa anteriores, o sus conjugados con toxinas, se administran a un paciente
humano segun métodos conocidos, tales como administracion intravenosa, por ejemplo como un bolo o mediante
infusién continua durante un periodo de tiempo, mediante vias intracraneal, intracerebroespinal, intraarticular,
intratecal, intravenosa, intraarterial, subcutanea, oral, tdpica, o por inhalacion.

Otros regimenes terapéuticos se pueden combinar con la administracion de los antagonistas de hedgehog cinasa
anteriores. La administracion combinada incluye coadministracion, usando formulaciones separadas o una Unica
formulacién farmacéutica, y la coadministracion consecutiva en cualquier orden, en el que preferiblemente hay un
periodo de tiempo durante el cual ambos (o todos) agentes activos ejercen simultdneamente sus actividades
bioldgicas. Preferiblemente, tal terapia combinada da como resultado un efecto terapéutico sinérgico.

En ofra realizacion, el uso de un medicamento segun la presente invencion implica la administracion combinada de
uno o mas de los antagonistas de hedgehog cinasa anteriores y uno o mas agentes quimioterapéuticos o agentes
inhibidores del crecimiento, incluyendo la coadministracion de cécteles de diferentes agentes quimioterapéuticos.
Los agentes quimioterapéuticos ejemplares se han proporcionado previamente. Los calendarios de preparacion y de
dosificacion para tales agentes quimioterapéuticos se pueden usar segun las instrucciones de los fabricantes, o
como se determina empiricamente por el médico experto. Los calendarios de preparacion y de dosificacion para tal
quimioterapia también se describen en Chemotherapy Service Ed., M.C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, MD
(1992).

Para la prevencion o tratamiento de la enfermedad, la dosis y modo de administracion se escogeran por el médico
segun criterios conocidos. La dosis apropiada de antagonistas de hedgehog cinasa dependera del tipo de
enfermedad a tratar, la gravedad y curso de la enfermedad, si la administracion es con fines preventivos o
terapéuticos, la terapia previa (incluyendo) la anamnesis del paciente y la respuesta, y el buen juicio del médico. Los
antagonistas de hedgehog cinasa anteriores se pueden administrar de forma adecuada al paciente de una sola vez
o a lo largo de una serie de tratamientos. La administracion se puede producir mediante infusion intravenosa o
mediante inyecciones subcutaneas. Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, una dosis candidata inicial
para administracion al paciente puede ser alrededor de 1 ug/kg a alrededor de 50 mg/kg de peso corporal (por
efemplo, alrededor de 0,1-15 mg/kg/dosis) de antagonista de hedgehog cinasa, ya sea por ejemplo mediante una o
mas administraciones separadas, o mediante infusién continua. Un régimen de dosificacion puede comprender
administrar una dosis de carga inicial de alrededor de 4 mg/kg, seguido de una dosis de mantenimiento semanal de
alrededor de 2 mg/kg de tal antagonista de hedgehog cinasa. Sin embargo, pueden ser Utiles otros regimenes de
dosificacion. Una dosis diaria tipica puede oscilar de alrededor de 1 ug/kg a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los
factores mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas durante varios dias o mas, dependiendo de la
afeccion, el tratamiento se sostiene hasta que se produce una supresion deseada de los sintomas de la enfermedad.
El progreso de esta terapia se puede monitorizar faciimente por métodos y ensayos convencionales y basado en
criterios conocidos por el médico u otras personas de pericia en la técnica.

Ademas de la administracion de la proteina de anticuerpo en paciente, la presente solicitud describe la
administracion del anticuerpo mediante terapia génica. Tal administracion de acido nucleico que codifica los
antagonistas del polipéptido de hedgehog cinasa esta englobada por la expresién “administrar una cantidad
terapéuticamente efectiva de un anticuerpo”. Véase, por ejemplo, el documento WO 96/07321, publicado el 14 de
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marzo de 1996, que se refiere al uso de terapia génica para generar anticuerpos intracelulares.

Hay dos enfoques principales para introducir tal acido nucleico (opcionalmente contenido en un vector) en las células
del paciente: in vivo y ex vivo. Para el suministro in vivo, el acido nucleico se inyecta directamente en el paciente,
habitualmente en el sitio en el que es necesario el anticuerpo. Para el tratamiento ex vivo, se retiran las células del
paciente, el acido nucleico se introduce en estas células aisladas, y las células modificadas se administran al
paciente ya sea directamente o, por ejemplo, encapsuladas en membranas porosas que se implantan en el paciente
(véanse, por ejemplo, las patentes U.S. n°® 4.892.538 y 5.283.187). Existe una variedad de técnicas disponible para
introducir acidos nucleicos en células viables. Estas técnicas varian dependiendo de si el acido nucleico se transfiere
en células cultivadas in vitro, o in vivo en las células del hospedante pretendido. Las técnicas adecuadas para la
transferencia de acido nucleico en células de mamifero in vitro incluyen el uso de liposomas, electroporacion,
microinyeccion, fusion celular, DEAE-dextrano, el método de precipitacion con fosfato de calcio, efc. Un vector usado
habitualmente para el suministro ex vivo del gen es un vector retrovirico.

Las técnicas de transferencia de acido nucleico in vivo actualmente preferidas incluyen la transfeccion con vectores
viricos (tales como adenovirus, virus del herpes simple |, o virus adenoasociados) y sistemas a base de lipidos (los
lipidos utiles para la transferencia del gen mediada por lipidos son, por ejemplo, DOTMA, DOPE y DC-Chol). Para
un repaso de los protocolos de marcaje génico y terapia génica actualmente conocidos, véase Anderson et al.,
Science 256:808-813 (1992). Véase también el documento WO 93/25673, y las referencias citadas alli.

H. Articulos de fabricacion y kits

Para aplicaciones terapéuticas, el articulo de fabricacion comprende un recipiente y una etiqueta o inserto de envase
en o asociado con el recipiente, que indica un uso para la inhibicion en todo o en parte de la sefializacion de
hedgehog, o como alternativa para el tratamiento de un trastorno o afeccién que resulta de la activacion de la ruta de
sefializacion de hedgehog. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, viales, jeringuillas, etc. Los
recipientes pueden estar formados de una variedad de materiales, tales como vidrio o plastico. El recipiente contiene
una composicion que es efectiva para tratar la afeccién cancerosa, y puede tener un puerto de acceso estéril (por
ejemplo, el recipiente puede estar en una bolsa de disolucién intravenosa o en un vial que tiene un tapon taladrable
por una aguja de inyeccion hipodérmica). Al menos un agente activo en la composicion es un antagonista de
hedgehog cinasa. La etiqueta o inserto de envase indica que la composicion se usa para tratar glioma. La etiqueta o
inserto de envase comprendera ademas instrucciones para administrar el antagonista de hedgehog cinasa.
Adicionalmente, el articulo de fabricacion puede comprender ademas un segundo recipiente que comprende un
tampon farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para inyeccion (BWFI), disolucion salina
tamponada con fosfato, disolucion de Ringer y disolucion de dextrosa. Ademas, puede incluir otros materiales
deseables desde un punto de vista comercial o del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, y
jeringuillas.

También se pueden proporcionar kits que son Utiles para otros diversos fines, por ejemplo para ensayos de
exterminio de células que expresan hedgehog cinasa, para la purificacion o inmunoprecipitacion de hedgehog cinasa
a partir de células. Para el aislamiento y purificacion del polipéptido de hedgehog cinasa, el kit puede contener el
reactivo de uniéon a hedgehog cinasa respectivo acoplado a perlas (por ejemplo, perlas de Sepharose). Se pueden
proporcionar kits que contienen tales moléculas para la deteccion y cuantificacion del polipéptido de hedgehog
cinasa in vitro, por ejemplo en un ELISA o una transferencia Western. En cuanto al articulo de fabricacion, el kit
comprende un recipiente y una etiqueta de inserto o envase en o asociado con el recipiente. El recipiente contiene
una composicion que comprende al menos uno de tal anticuerpo de unién a hedgehog cinasa, oligopéptido, ARNi,
constructo de ARNi o molécula organica utilizable con la invencidon. Se pueden incluir recipientes adicionales que
contienen, por ejemplo, diluyentes y tampones, anticuerpos de control. La etiqueta o inserto de envase puede
proporcionar una descripcion de la composicion asi como instrucciones para el uso in vitro o de diagndstico
pretendido.

. Acidos nucleicos sentido y antisentido que codifican hedgehog cinasa

Las moléculas que seria de esperar que inhibieran hedgehog cinasa, y por lo tanto activasen o amplificasen la
sefializacion de hedgehog, incluyen fragmentos de los acidos nucleicos que codifican hedgehog cinasa, tales como
oligonucledtidos antisentido o sentido, que comprenden una secuencia de acido nucleico monocatenaria (ya sea
ARN o ADN) capaz de unirse a secuencias de ARNm de hedgehog cinasa diana (sentido) o de ADN de hedgehog
cinasa diana (antisentido). Los oligonucleétidos antisentido o sentido descritos aqui comprenden un fragmento de la
region codificante del ADN de hedgehog cinasa respectivo. La capacidad para derivar un oligonucleétido antisentido
o sentido, basandose en una secuencia de ADNc que codifica una proteina dada, se describe en, por ejemplo, Stein
y Cohen (Cancer Res. 48:2659, 1988) y van der Krol et al. (BioTechniques 6:958, 1988).

La unién de oligonucledtidos antisentido o sentido a secuencias de acidos nucleicos diana da como resultado la
formacién de duplex que bloguean la transcripcion o traduccién de la secuencia diana por uno de varios medios,
incluyendo la degradacion potenciada de los duplex, terminacién prematura de la transcripcion o traduccion, o por
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otros medios. Tales métodos estan englobados por la presente invencion. Los oligonucledtidos antisentido se
pueden usar asi para bloquear la expresion de proteinas de hedgehog cinasa, en la que esas proteinas de
hedgehog cinasa pueden desempefiar un papel en la inhibicion o atenuacion de la sefializacion de hedgehog. Los
oligonucledtidos antisentido o sentido comprenden ademas oligonucleétidos que tienen cadenas principales de
fosfodiéster de azucar modificadas (u otros enlaces de azucar, tales como los descritos en el documento WO
91/06629), y en los que tales enlaces de azucar son resistentes a nucleasas enddgenas. Tales oligonucledtidos con
enlaces de azucar resistentes son estables in vivo (es decir, son capaces de resistir la degradacion enzimatica), pero
retienen especificidad de secuencia para ser capaces de unirse a secuencias nucleotidicas diana.

Los compuestos antisentido usados como se describe aqui se pueden obtener conveniente y normalmente a través
de la técnica bien conocida de sintesis en fase sdlida. El equipo para tal sintesis es vendido por varios proveedores,
incluyendo, por ejemplo, Applied Biosystems (Foster City, Calif.). Adicionalmente, o como alternativa, se pueden
emplear cualesquiera otros medios para tales sintesis conocidos en la técnica. Es bien conocido el uso de técnicas
similares para preparar oligonucleétidos tales como los fosforotioatos y los derivados alquilados. Los compuestos de
la invencion también se pueden mezclar, encapsular, conjugar o de otro modo asociar con otras moléculas,
estructuras moleculares o mezclas de compuestos, como por ejemplo liposomas, moléculas dirigidas a receptores,
formulaciones orales, rectales, tépicas u otras formulaciones, para ayudar en la captacion, distribucion y/o absorcion.
Las patentes que ensefian la preparacion de tales formulaciones que ayudan a la captacion, distribucion y/o
absorcién incluyen, pero no se limitan a, las patentes U.S. n® 5.108.921; 5.354.844; 5.416.016; 5.459.127;
5.521.291; 5.543.158; 5.547.932; 5.583.020; 5.591.721; 4.426.330; 4.534.899; 5.013.556; 5.108.921; 5.213.804;
5.227.170; 5.264.221; 5.356.633; 5.395.619; 5.416.016; 5.417.978; 5.462.854; 5.469.854; 5.512.295; 5.527.528;
5.534.259; 5.543.152; 5.556.948; 5.580.575; y 5.595.756.

Otros ejemplos de oligonucledtidos sentido o antisentido incluyen aquellos oligonucleotidos que estan enlazados
covalentemente a restos organicos, tales como los descritos en el documento WO 90/10048, y otros restos que
incrementan la afinidad del oligonucledtido por una secuencia de acido nucleico diana, tal como poli(L-lisina).
Todavia mas, los agentes intercalantes, tales como elipticina, y los agentes alquilantes o complejos metalicos se
pueden unir a oligonucledtidos sentido o antisentido para modificar las especificidades de unién del oligonucleétido
antisentido o sentido por la secuencia nucleotidica diana.

Los oligonucleodtidos antisentido o sentido se pueden introducir en una célula y contienen la secuencia de acido
nucleico diana mediante cualquier método de transferencia génica, incluyendo, por ejemplo, la transfeccion de ADN
mediada por CaPOys, electroporacion, o usando vectores de transferencia génica tales como el virus de Epstein-Barr.
En un procedimiento preferido, un oligonucleétido antisentido o sentido se inserta en un vector retrovirico adecuado.
Una célula que contiene la secuencia de acido nucleico diana se pone en contacto con el vector retrovirico
recombinante, ya sea in vivo o ex vivo. Los vectores retroviricos adecuados incluyen, pero no se limitan a, los
derivados del retrovirus murino M-MuLV, N2 (un retrovirus derivado de M-MuLV), o los vectores de doble copia
designados DCT5A, DCT5B y DCT5C (véase el documento WO 90/13641).

Los oligonucledtidos sentido o antisentido también se pueden introducir en una célula que contiene la secuencia
nucleotidica diana mediante formacion de un conjugado con una molécula de unién a ligandos, como se describe en
el documento WO 91/04753. Las moléculas adecuadas de unién a ligandos incluyen, pero no se limitan a,
receptores de la superficie celular, factores de crecimiento, otras citocinas, u otros ligandos que se unen a
receptores de la superficie celular. Preferiblemente, la conjugacion de la molécula de union a ligandos no interfiere
sustancialmente con la capacidad de la molécula de unién a ligandos para unirse a su molécula o receptor
correspondiente, o bloquear la entrada del oligonucleétido sentido o antisentido, o su version conjugada, en la célula.

Como alternativa, un oligonucleétido sentido o antisentido se puede introducir en una célula que contiene la
secuencia de acido nucleico diana mediante formacién de un complejo de oligonucleétido-lipido, como se describe
en el documento WO 90/10448. El complejo de oligonucledtido sentido o antisentido con lipido se disocia
preferiblemente en la célula mediante una lipasa endogena.

Las moléculas de ARN o ADN antisentido o sentido tienen generalmente al menos alrededor de 5 nucledtidos de
longitud, como alternativa al menos alrededor de 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140,
145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 310,
320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 450, 460, 470, 480, 490, 500, 510, 520, 530, 540,
550, 560, 570, 580, 590, 600, 610, 620, 630, 640, 650, 660, 670, 680, 690, 700, 710, 720, 730, 740, 750, 760, 770,
780, 790, 800, 810, 820, 830, 840, 850, 860, 870, 880, 890, 900, 910, 920, 930, 940, 950, 960, 970, 980, 990, 6
1000 nucledtidos de longitud, en las que en este contexto la expresion “alrededor de” significa la longitud de la
secuencia nucleotidica citada mas o menos 10% de esa longitud citada.

J. Otros antagonistas de hedgehog cinasa

Los antagonistas de hedgehog cinasa descritos aqui pueden ser una ribozima. Las ribozimas son una forma de
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oligonucledtidos antisentido en los que las moléculas de ARN catalitico con actividad de ribonucleasa son capaces
de escindir un acido nucleico monocatenario, tal como un ARNm, con el cual tienen una regién complementaria
(para repasos sobre ribozimas véanse, por ejemplo, Ohkawa. J. et al. (1995) J. Biochem 118:251-258; Sigurdsson,
S. T. y Eckstein. F. (1995) Trends Biotechnol 13: 286-289; Rossi, J. J. (1995) Trends Biotechnol. 13:301-306;
Kiehntopf, M. et al. (1995) J. Mol. Med. 73:65-71). Una ribozima que tiene especificidad por ARNm de hedgehog
cinasa humano se puede disefiar basandose en la secuencia nucleotidica del ADNc de hedgehog cinasa humano.
Por ejemplo, se puede construir un derivado de un ARN de Tetfrahymena L-19 IVS, en el que la secuencia de bases
del sitio activo es complementaria a la secuencia de bases a escindir en un ARNm de hedgehog cinasa humano.
Véanse, por ejemplo, las patentes U.S. n*® 4.987.071 y 5.116.742, ambas de Cech et al. Como alternativa, el ARNm
de hedgehog cinasa humano se puede usar para seleccionar un ARN catalitico que tiene una actividad de
ribonucleasa especifica a partir de un conjunto de moléculas de ARN. Véase, por ejemplo, Bartel, D. y Szostak. J.
W. (1993) Science 261: 1411-1418.

Otro tipo de agente inhibidor que se puede usar para inhibir la expresion y/o actividad de hedgehog cinasa humana
en una célula es un anticuerpo intracelular especifico para la proteina de hedgehog cinasa humana. El uso de
anticuerpos intracelulares para inhibir la funcion proteica en una célula es conocido en la técnica (véanse, por
ejemplo, Carlson, J. R. (1988) Mol. Cell. Biol. 8:2638-2646; Biocca, S. et al. (1990) EMBO J. 9:101-108; Werge, T. M.
et al. (1990) FEBS Letters 274:193-198; Carlson, J. R. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:7427-7428; Marasco, W.
A. et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:7889-7893; Biocca, S. et al. (1994) Bio/Technology 12:396-399; Chen,
S-Y. et al. (1994) Human Gene Therapy 5:595-601; Duan, L et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:5075-5079;
Chen, S-Y. et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:5932-5936; Beerli, R. R. et al. (1994) J. Biol Chem.
269:23931-23936; Beerli. R. R. et al. (1994) Biochem. Biophys. Res. Commun. 204:666-672. Mhashilkar, A. M. et al.
(1995) EMBO J. 14:1542-1551; Richardson, J. H. et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:3137-3141; la
Publicacion PCT n° WO 94/02610 de Marasco et al.; y la Publicacion PCT n°® WO 95/03832 de Duan et al.).

Para inhibir la actividad proteica usando un anticuerpo intracelular, se prepara un vector de expresién recombinante
que codifica las cadenas de anticuerpo en una forma tal que, con la introduccion del vector en una célula, las
cadenas de anticuerpo son expresadas como un anticuerpo funcional en un compartimiento intracelular de la célula.
Para la inhibiciéon de la actividad de hedgehog cinasa humana segun los métodos inhibidores de la invencion, un
anticuerpo intracelular que se une especificamente a la proteina de hedgehog cinasa humana es expresado en el
citoplasma de la célula. Para preparar un vector de expresién de un anticuerpo intracelular, se aislan ADNc de
cadenas pesada vy ligera del anticuerpo que codifican cadenas de anticuerpo especificas para la proteina diana de
interés, por ejemplo hedgehog cinasa humana, tipicamente de un hibridoma que segrega un anticuerpo monoclonal
especifico para la proteina de hedgehog cinasa humana. Los hibridomas que segregan anticuerpos monoclonales
anti-hedgehog cinasa humana, o anticuerpos monoclonales recombinantes anti-hedgehog cinasa humana, se
pueden preparar como se describe anteriormente. Una vez que se ha identificado un anticuerpo monoclonal
especifico para la proteina de hedgehog cinasa humana (por ejemplo, ya sea un anticuerpo monoclonal derivado de
hibridoma o un anticuerpo recombinante de una libreria combinatoria), se aislan mediante técnicas de biologia
molecular estandar los ADN que codifican las cadenas ligera y pesada del anticuerpo monoclonal. Para anticuerpos
derivados de hibridomas, los ADNc de cadenas ligera y pesada se pueden obtener, por ejemplo, mediante
amplificacion por PCR o cribado de librerias de ADNc. Para anticuerpos recombinantes, tales como los procedentes
de una libreria de presentacion de fagos, el ADNc que codifica las cadenas ligera y pesada se puede recuperar del
paquete de presentacion (por ejemplo, fago) aislado durante el proceso de cribado de la libreria. Las secuencias
nucleotidicas de los genes de cadenas ligera y pesada del anticuerpo, a partir de los que se pueden preparar los
cebadores de PCR o las sondas de la libreria de ADNc, son conocidas en la técnica. Por ejemplo, muchas de tales
secuencias se describen en Kabat, E. A, et al (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta
Edicién, U.S. Department of Health and Human Services, Publicaciéon NIH n® 91-3242, y en la base de datos de
secuencias de lineas germinales humanas “Vbase”.

Una vez obtenidas, las secuencias de cadenas ligera y pesada del anticuerpo se clonan en un vector de expresion
recombinante usando métodos estandar. Para permitir la expresion citoplasmica de las cadenas ligera y pesada, se
eliminan las secuencias nucleotidicas que codifican los lideres hidrofobos de las cadenas ligera y pesada. Un vector
de expresion de anticuerpo intracelular puede codificar un anticuerpo intracelular en una de varias formas diferentes.
Por ejemplo, en una realizacion, el vector codifica cadenas ligeras y pesadas de anticuerpo de longitud completa de
manera que se exprese intracelularmente un anticuerpo de longitud completa. En otra realizacion, el vector codifica
una cadena ligera de longitud completa, pero solo se expresa intracelularmente la region VH/CH1 de la cadena
pesada, tal como un fragmento Fab. En la realizacion mas preferida, el vector codifica un anticuerpo de una sola
cadena (scFv), en el que las regiones variables de las cadenas ligera y pesada estan enlazadas mediante un ligador
peptidico flexible (por ejemplo, (GlysSer)s), y es expresado como una molécula de una sola cadena. Para inhibir la
actividad de hedgehog cinasa humana en una célula, el vector de expresion que codifica el anticuerpo intracelular
anti-hedgehog cinasa humana se introduce en la célula mediante métodos de transfeccidon estandar, como se
explican aqui anteriormente.

Aun otra forma de un antagonista de hedgehog cinasa descrito es una forma inhibidora de hedgehog cinasa
humana, también denominada aqui como inhibidor negativo dominante. Se sabe que las proteinas de hedgehog
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cinasa modulan la actividad de las moléculas diana componentes de la sefializacion de hedgehog, particularmente
modulando el estado de fosforilacién de la molécula diana componente de la sefializacion de hedgehog. Otro medio
para inhibir la actividad de la molécula que tiene una actividad enzimatica es a través del uso de un inhibidor
negativo dominante, que tiene la capacidad para interaccionar con la molécula diana pero que carece de actividad
enzimatica. Interaccionando con la molécula diana, tales inhibidores negativos dominantes pueden inhibir la acciéon
de la molécula diana. Este proceso puede ocurrir de forma natural, como un medio para regular la actividad
enzimatica de una molécula de la transduccién de la sefial celular.

En consecuencia, un agente inhibidor descrito aqui puede ser una forma de una proteina de hedgehog cinasa
humana que tiene la capacidad para interaccionar con otras proteinas, pero que carece de actividad enzimatica.
Esta forma negativa dominante de una proteina de hedgehog cinasa humana puede ser, por ejemplo, una forma
mutada de hedgehog cinasa humana, en la que se ha alterado una secuencia de consenso de cinasa. Tales
proteinas de hedgehog cinasa humanas negativas dominantes se pueden expresar en células que usan un vector de
expresion recombinante que codifica la proteina de hedgehog cinasa humana, que es introducido en la célula
mediante métodos de transfeccion estandar. EI ADN mutante se inserta en un vector de expresion recombinante,
que entonces se introduce en una célula para permitir la expresion de la hedgehog cinasa humana mutada, que
carece de actividad enzimatica.

Otros agentes inhibidores que se pueden usar para inhibir la actividad de una proteina de hedgehog cinasa humana
son compuestos quimicos que inhiben directamente la actividad de hedgehog cinasa humana o inhiben la
interaccion entre hedgehog cinasa humana y moléculas diana. Tales compuestos se pueden identificar usando
ensayos de cribado que seleccionan tales compuestos, como se describe con detalle anteriormente.

K. Ensayos de cribado para uso en la identificacion de antagonistas de hedgehog cinasa:

Los ensayos se pueden llevar a cabo en una variedad de formatos, ensayos de cribado bioquimicos, ensayos a base
de células, y ensayos de cinasas que estan bien caracterizados en la técnica.

Todos los ensayos para los antagonistas son habituales por cuanto requieren poner en contacto el farmaco
candidato con un polipéptido de hedgehog cinasa (en lo sucesivo “molécula diana”), en condiciones aqui y durante
un tiempo suficiente para permitir que estos dos componentes interaccionen.

En ensayos de union, la interaccion es la union entre el compuesto candidato y la molécula diana, y el complejo
formado se puede aislar o detectar en la mezcla de reacciéon. En una realizacion particular, la molécula diana
codificada por el gen identificado aqui, o el farmaco candidato, se inmoviliza en una fase sélida, por ejemplo en una
placa de microtitulacion, mediante uniones covalentes o no covalentes. La unién no covalente se logra generalmente
revistiendo la superficie solida con una disolucion de la molécula diana, y secando. Como alternativa, se puede usar
un anticuerpo inmovilizado, por ejemplo un anticuerpo monoclonal, especifico para la molécula diana a inmovilizar,
para anclarla a una superficie solida. El ensayo se lleva a cabo afiadiendo el componente no inmovilizado, que se
puede marcar mediante un marcador detectable, al componente inmovilizado. Por ejemplo la superficie revestida
que contiene el componente anclado. Cuando la reaccion esta terminada, los componentes que no han reaccionado
se eliminan, por ejemplo mediante lavado, y se detectan los complejos anclados sobre la superficie sdlida. Cuando
el componente originalmente no inmovilizado posee un marcador detectable, la deteccion del marcador inmovilizado
en la superficie indica que se ha producido el complejamiento. Cuando el componente originalmente no inmovilizado
no posee un marcador, la complejacion se puede detectar, por ejemplo, usando un anticuerpo marcado, que se une
especificamente al complejo inmovilizado.

Si el compuesto candidato interacciona con pero no se une a una molécula diana particular codificada por un gen
identificado aqui, su interaccién con ese polipéptido se puede evaluar mediante métodos bien conocidos para
detectar interacciones proteina-proteina. Tales ensayos incluyen enfoques tradicionales, tales como, por ejemplo,
reticulacion, coinmunoprecipitacion, y copurificacion mediante gradientes o columnas cromatograficas. Ademas, las
interacciones proteina-proteina se pueden monitorizar usando un sistema genético a base de levaduras, descrito por
Fields y colaboradores (Fields y Song, Nature (Londres), 340:245-246 (1989); Chien et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 88:9578-9582 (1991)) como se describe por Chevray y Nathans, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 5789-5793
(1991). Muchos activadores transcripcionales, tales como GAL4 de levadura, consisten en dos dominios modulares
fisicamente discretos, actuando uno como el dominio de unién a ADN, y funcionando el otro como el dominio de
activacion de la transcripcion. El sistema de expresion de levadura descrito en las publicaciones anteriores
(denominado generalmente como el “sistema de dos hibridos”) aprovecha esta propiedad, y emplea dos proteinas
hibridas, una en la que la proteina diana esta fusionada al dominio de unién a ADN de GAL4, y la otra, en la que las
proteinas activantes candidatas se fusionan al dominio de activacion. La expresion de un gen informador de GAL1-
lacZ bajo el control de un promotor activado por GAL4 depende de la reconstitucion de la actividad de GAL4 via la
interaccion proteina-proteina. Las colonias que contienen polipéptidos que interactian se detectan con un sustrato
cromogeno para f-galactosidasa. Existe comercialmente de Clontech un kit completo (MATCHMAKER™) para
identificar interacciones de proteina-proteina entre dos proteinas especificas usando la técnica de dos hibridos. Este
sistema también se puede extender a dominios de proteina de cartografia, implicados en interacciones proteicas
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especificas, asi como a restos de aminoacidos precisos que son cruciales para estas interacciones. Los compuestos
que interfieren con la interaccion de un gen que codifica una molécula diana identificada aqui y otros componentes
intra- o extracelulares se pueden ensayar segun lo siguiente: habitualmente se prepara una mezcla de reaccion que
contiene el producto del gen y el componente intra- o extracelular en condiciones y durante un tiempo que permitan
la interaccion y la union de los dos productos. Para ensayar la capacidad de un compuesto candidato para inhibir la
union, la reaccion se ejecuta en ausencia y en presencia del compuesto de ensayo. Ademas, se puede afiadir un
placebo a una tercera mezcla de reaccion, para que sirva como control positivo. La unién (formaciéon de complejo)
entre el compuesto de ensayo y el componente intra- o extracelular presente en la mezcla se monitoriza como se
describe aqui anteriormente. La formacion de un complejo en la reaccion o reacciones de control, pero no en la
mezcla de reaccidon que contiene el compuesto de ensayo, indica que el compuesto de ensayo interfiere con la
interaccion del compuesto de ensayo y su pareja de reaccion. Para evaluar candidatos farmacéuticos adecuados, la
molécula diana se puede afiadir a una célula junto con el compuesto a cribar para una actividad particular (por
ejemplo, activacion o inhibicion de la sefalizacion de hedgehog), y la capacidad del compuesto para inhibir la
actividad de interés en presencia de una molécula diana indica que el compuesto de ensayo es un antagonista para
la molécula diana. Como alternativa, los antagonistas se pueden detectar combinando la molécula diana y un
antagonista potencial con una molécula diana unida a una membrana o con receptores recombinantes en
condiciones apropiadas para un ensayo de inhibicion competitiva. La molécula diana se puede marcar, tal como
mediante radioactividad, de manera que el nimero de moléculas diana unidas al receptor se puede usar para
determinar la eficacia del antagonista potencial. EI gen que codifica el receptor se puede identificar mediante
numerosos métodos conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo cribado mediante inmunoadsorcion de
ligandos y clasificacion mediante FACS. Coligan et al., Current Protocols in Immun., 1(2): Capitulo 5 (1991).
Preferiblemente, se emplea la clonaciéon de la expresion, en la que se prepara ARN poliadenilado a partir de una
célula sensible a la molécula diana, y la libreria de ADNc creada a partir de este ARN se divide en conjuntos y se
usa para transfectar células COS u otras células que no son sensibles a la molécula diana. Las células transfectadas
que se hacen crecer en portaobjetos de vidrio se exponen a la molécula diana marcada. La molécula diana se puede
marcar mediante una variedad de medios, incluyendo yodacion o inclusion de un sitio de reconocimiento para una
proteina cinasa especifica del sitio. Tras la fijacién y la incubaciéon, los portaobjetos se someten a andlisis
autorradiografico. Los conjuntos positivos se identifican, y se preparan y se vuelven a transfectar los subconjuntos
usando un proceso de formacién de subconjuntos y recribado interactivo, produciendo eventualmente un unico clon
que codifica el receptor putativo. Como enfoque alternativo para la identificaciéon de receptores, la molécula diana
marcada se puede enlazar mediante fotoafinidad con la membrana celular o preparaciones de extracto que expresan
la molécula receptora. El material reticulado se resuelve mediante PAGE, y se expone a pelicula de rayos X. El
complejo marcado que contiene el receptor se puede separar por corte, se puede resolver en fragmentos peptidicos,
y se puede someter a microsecuenciacion proteica. La secuencia de aminoacidos obtenida a partir de la
microsecuenciacion se usaria para disefiar un conjunto de sondas oligonucleotidicas degeneradas para cribar una
libreria de ADNc para identificar el gen que codifica el receptor putativo. En otro ensayo para antagonistas, las
células de mamifero que expresan la sefalizacion de hedgehog activa se pueden incubar con la molécula diana
marcada, en presencia del compuesto candidato. La capacidad del compuesto para potenciar o bloquear tal
sefializacion de hedgehog se podria medir entonces (por ejemplo, midiendo el nivel de activacion de Gli aguas
abajo). Ejemplos mas especificos de antagonistas potenciales incluyen un oligonucleétido que se une a las fusiones
de inmunoglobulina con molécula diana, y, en particular, anticuerpos que incluyen, sin limitacién, anticuerpos poli- y
monoclonales y fragmentos de anticuerpos, anticuerpos monocatenarios, anticuerpos antiidiotipicos, y versiones
quiméricas o humanizadas de tales anticuerpos o fragmentos, asi como anticuerpos humanos y fragmentos de
anticuerpos. Como alternativa, un antagonista potencial puede ser una proteina estrechamente relacionada, por
ejemplo una forma mutada de la molécula diana que reconoce el receptor pero que no proporciona ningun efecto,
inhibiendo de ese modo competitivamente la accidon de la molécula diana. Otro antagonista de hedgehog cinasa
potencial es un constructo de ARN o ADN antisentido preparado usando tecnologia antisentido, en el que, por
ejemplo, una molécula de ARN o ADN antisentido actia bloqueando directamente la traducciéon de ARNm al
hibridarse a ARNm seleccionado como diana, y evitando la traduccién de una proteina. Antagonistas de hedgehog
cinasa potenciales adicionales incluyen pequefias moléculas que se unen al sitio activo, el sitio de union al receptor,
o el sitio de union al factor de crecimiento u otro sitio de unién relevante del polipéptido de hedgehog cinasa,
bloqueando de ese modo la actividad biolégica normal del polipéptido de hedgehog cinasa. Los ejemplos de
pequefias moléculas incluyen, pero no se limitan a, péptidos y moléculas semejantes a péptidos pequefios,
preferiblemente péptidos solubles, y compuestos organicos o inorganicos no peptidilicos sintéticos. Los ribozimas
son moléculas de ARN enzimaticas capaces de catalizar la escisién especifica de ARN. Los ribozimas actian
mediante hibridacion, especifica de la secuencia, al ARN diana complementario, seguido de la escision
endonucleolitica. Los sitios de escisién de la ribozima especificos en una diana de ARN potencial se pueden
identificar mediante técnicas conocidas. Para otros detalles, véanse, por gjemplo, Rossi, Current Biology, 4:469-471
(1994), y la publicacién PCT n°® WO 97/33551 (publicada el 18 de septiembre de 1997). Las moléculas de acido
nucleico en formacién de triple hélice usadas para inhibir la transcripcion deberian ser monocatenarias, y deberian
de estar compuestas de desoxinucledtidos. La composicion de bases de estos oligonucledtidos se disefian de
manera que promueva la formacion de triple hélice via las reglas de emparejamiento de bases de Hoogsteen, que
requieren generalmente tramos considerables de purinas o pirimidinas en una hebra de un duplex. Para mas
detalles, véase, por ejemplo, la publicacion PCT n°® WO 97/33551 mas arriba. Estas pequefias moléculas se pueden
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identificar mediante uno cualquiera o mas de los ensayos de cribado explicados aqui anteriormente, y/o mediante
cualesquiera otras técnicas de cribado bien conocidas por los expertos en la técnica. Cuando los métodos de
cribado se llevan a cabo como un ensayo ex vivo, la molécula diana (por ejemplo, hedgehog cinasa) puede ser un
polipéptido sustancialmente purificado. El sustrato de cinasa (por ejemplo, MBP, Gli) es un sustrato sustancialmente
purificado, en el que el ensayo se fosforila en una reaccién con una fuente de fosfato sustancialmente pura que es
catalizada por la cinasa. El grado de fosforilacién se determina midiendo la cantidad de sustrato fosforilado en la
reaccion. Se puede usar una variedad de sustratos posibles, incluyendo la propia cinasa, en cuyo caso la reaccion
de fosforilacion medida en el ensayo es una autofosforilacion. También se pueden usar sustratos exdgenos,
incluyendo sustratos proteicos estandar tales como la proteina basica de mielina (MBP); sustratos proteicos de
levaduras; sustratos peptidicos sintéticos, y sustratos poliméricos. De estos, MBP y otros sustratos proteicos
estandar pueden ser considerados como preferidos (véase el Ejemplo 10). Sin embargo, se pueden identificar otros
sustratos que son superiores, mediante afinidad por la cinasa, perturbacion minima de la cinética de reaccion,
posesion de sitios de reaccion individuales Unicos u homogéneos, facilidad de manipulacion y recuperacion después
de la reaccion, potencial de generacion de una sefial fuerte, y resistencia o inercia a los compuestos de ensayo. La
medida de la cantidad de sustrato fosforilado en el ensayo ex vivo anterior de la invencion se puede llevar a cabo por
medio de inmunoensayo, radioensayo u otros métodos bien conocidos. En una medida por inmunoensayo, se puede
usar un anticuerpo (tal como un anticuerpo anti-fosfoserina/treonina de cabra o de ratén) que es especifico para
restos fosforilados formados durante la reaccion. Usando técnicas de ELISA bien conocidas, el propio complejo de
anticuerpo anti-fosfoserina/treonina se podria detectar mediante un anticuerpo adicional enlazado a un marcador
capaz de desarrollar una sefial medible (como por ejemplo un marcador fluorescente o radioactivo). Adicionalmente,
para ensayar sustratos purificados, se pueden usar ensayos de tipo ELISA en placas de microtitulacion. Peraldi et
al., J. Biochem. 285: 71-78 (1992); Schraag et al., Anal. Biochem. 211: 233-239 (1993); Cleavland, Anal. Biochem.
190: 249-253 (1990); Farley, Anal. Biochem. 203: 151-157 (1992) y Lozaro, Anal. Biochem. 192: 257-261 (1991). Por
ejemplo, los esquemas de deteccion pueden medir el agotamiento del sustrato durante la reaccién de cinasa.
Inicialmente, la fuente de sustrato se puede radiomarcar con un is6topo tal como 2p o 33P, y la cantidad de
fosforilacion del sustrato se puede medir determinando la cantidad de radiomarcador incorporado en el sustrato
durante la reaccion. La deteccion se puede lograr mediante:

(a) placas o perlas que contienen liquido de centelleo comercialmente disponibles usando un contador beta,
después de la adsorcion a un filtro o a una superficie de un pocillo de microtitulacion, o (b) medios
fotométricos, después de la union a una perla o placa de centelleo del ensayo de proximidad por centelleo.
Weernink y Kijken, J. Biochem. Biophs. Methods 31: 49, 1996; Braunwalder et al., Anal. Biochem. 234: 23
(1996); Kentrup et al., J. Biol. Chem. 271: 3488 (1996) y Rusken et al., Meth. Enzymol. 200: 98 (1991).

Preferiblemente, el sustrato se fija a una superficie de soporte solido por medio de una unién no especifica o,
preferiblemente, especifica. Tal fijacion permite la separacion del sustrato fosforilado de la fuente de fosfato marcado
no incorporado (tal como trifosfato de adenosina), antes de la deteccién de la sefial. En una realizacion, el sustrato
se puede inmovilizar fisicamente antes de la reaccién, como mediante el uso de la placa de unién proteica elevada
Nunc™ (Hanke et al., J. Biol. Chem. 271: 695 (1996)) o las placas de Wallac ScintiStrip™ (Braunwalder et al., Anal.
Biochem. 234: 23 (1996). El sustrato también se puede inmovilizar después de la reaccion mediante captura en, por
ejemplo, fosfocelulosa P81 (para péptidos basicos), resina de molibdato acido/PEI o DEAE, o precipitacion con TCA
sobre papel Whatman™ 3M, Tiganis et al., Arch. Biochem. Biophys. 325: 289 (1996); Morawetz et al.. Mol. Gen.
Genet. 250; 17 (1996); Budde et al, Int J. Pharmacognosy 33: 27 (1995) y Casnellie, Meth. Enz. 200: 115 (1991).
Todavia otra posibilidad es la fijacién del sustrato a la superficie del soporte, tal como mediante conjugaciéon con
parejas de union tal como glutationa y estreptavidina (en el caso de GST vy biotina, respectivamente) que se han
fijado al soporte, o via anticuerpos especificos para las etiquetas que igualmente se fijan al soporte.

Se pueden desarrollar otros métodos de deteccidén que son preferidos a los descritos anteriormente. Especialmente
para uso en relaciéon con un cribado de alto rendimiento, se espera que tales métodos muestren una buena
sensibilidad y especificidad, un intervalo lineal prolongado, una baja sefial del fondo, fluctuacion minima,
compatibilidad con otros reactivos y compatibilidad con sistemas de manipulaciéon automatizados.

La eficacia in vivo del tratamiento de la presente invencién se puede estudiar frente a tumores inducidos
clinicamente en diversos modelos de roedor. Las estirpes de células tumorales propagadas en cultivos de células in
vitro se pueden introducir en roedores experimentales, por ejemplo ratones, mediante inyeccion, por ejemplo,
mediante la via subcutanea. Las técnicas para la inducciéon quimica de tumores en animales experimentales son
bien conocidas en la técnica.

L. Preparacion de ARNi

Una “regidon que codifica ARN” es un acido nucleico que puede servir como un molde para la sintesis de una
molécula de ARN, tal como un complejo de ARN bicatenario. Preferiblemente, la region codificante de ARN es una
secuencia de ADN.

La region codificante de ARN codifica preferiblemente un complejo de ARN bicatenario (por ejemplo, ARNip, miARN,
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ARNhp) que es capaz de reducir la expresion de un gen o genes particulares. En algunas realizaciones, un complejo
de ARN bicatenario se expresa en forma de una molécula de ARN que tiene una estructura de tallo-bucle o una
estructura denominada “horquilla de pelo”. Como se usa aqui, estructura de “horquilla de pelo” engloba ARNhp y
miARN. En algunas realizaciones, un complejo de ARN bicatenario se expresa en forma de hebras de ARN
complementarias o parcialmente complementarias separadas.

Los métodos son bien conocidos en la técnica para el disefio de complejos de ARN bicatenarios, por ejemplo ARNip,
miARN, y ARNhp. Por ejemplo, las fuentes y citas que describen el disefio de ARNhp y ARNip efectivos se
encuentran en Sandy et al, BioTechniques 39:215-224 (2005). Se entiende que las secuencias de un complejo de
ARN bicatenario pueden ser de origen natural, o pueden ser sintéticas. Por ejemplo, el Ejemplo 13 describe un
miARN hibrido que comprende una porcién bicatenaria sintética embebida en la cadena principal de un microARN
de origen natural.

El complejo de ARN comprende una region bicatenaria que corresponde a una region de un gen a disminuir
expresado en la célula. Una hebra de la region bicatenaria de ARN es sustancialmente idéntica (tipicamente, al
menos alrededor de 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% idéntica) en secuencia a la
secuencia de la region codificante seleccionada para la disminucién. La otra hebra de la region bicatenaria
(denominada de forma intercambiable “region bicatenaria de ARN”) es complementaria a la secuencia de la region
codificante seleccionada para la disminucion, o parcialmente complementaria a la region codificante seleccionada
para la disminucion (tipicamente, al menos alrededor de 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% idéntica al complemento de la region codificante seleccionada como diana). Se entiende que la regién
bicatenaria se puede formar mediante dos ARN separados encadenados, o mediante las porciones
autocomplementarias de un ARN individual que tiene una estructura de horquilla de pelo. La region bicatenaria tiene
una longitud de al menos alrededor de 15 nucledétidos, y, en algunas realizaciones, tiene una longitud de alrededor
de 15 a alrededor de 30 nucledtidos. Sin embargo, en algunos organismos se puede usar efectivamente una region
bicatenaria significativamente mas larga. En una realizacion preferida, la region bicatenaria tiene una longitud entre
alrededor de 19 y 22 nucledtidos. La region bicatenaria es preferiblemente idéntica a la secuencia nucleotidica diana
a lo largo de esta region.

Cuando la region a disminuir esta en una familia de genes muy conservados, la secuencia de la region bicatenaria
de ARN se puede escoger con la ayuda de una comparacién de secuencias, para seleccionar solo el gen deseado.
Por otro lado, si hay una identidad suficiente entre una familia de genes homdlogos dentro de un organismo, se
puede disefiar una molécula bicatenaria que disminuiria una pluralidad de genes simultaneamente.

En algunas realizaciones, una region codificante de ARN individual en el constructo sirve como un molde para la
expresion de ARN de horquilla autocomplementario, que comprende una region sentido, una region de bucle y una
region antisentido. Las regiones sentido y antisentido tienen cada una preferiblemente una longitud de alrededor de
15 a alrededor de 30 nucledtidos. La region de bucle tiene preferiblemente una longitud de alrededor de 2 a
alrededor de 15 nucledtidos, mas preferiblemente una longitud de alrededor de 4 a alrededor de 9 nucledtidos. Tras
la expresion, las regiones sentido y antisentido forman un duplex.

En otra realizacion, el vector comprende dos regiones codificantes de ARN. La primera region codificante es un
molde para la expresion del primer ARN, y la segunda region codificante es un molde para la expresion de un
segundo ARN. Tras la expresion, los ARN primero y segundo forman un duplex. El constructo retrovirico también
comprende preferiblemente un primer promotor Pol Ill enlazado operablemente a la primera region codificante de
ARN, y un segundo promotor Pol Il enlazado operablemente a la segunda regién codificante de ARN.

Se entiende que, en ciertas realizaciones, un vector de la invencién puede englobar secuencias de acido nucleico
suficientes para formar mas de una region codificante de ARN que inhibe la expresion de genes diana distintos. En
esta realizacion, la inhibicién simultanea de genes diana distintos se puede lograr con un unico vector de la
invencion. El numero de diferentes transcritos de complejo de ARN que se pueden expresar simultdneamente esta
limitado solo por la capacidad de empaquetamiento del vector (si se usa un vector virico), y promotores adyacentes,
incluyendo cualquiera de los promotores descritos mas abajo, se pueden seleccionar para eliminar o minimizar
interferencia y permitir la inhibicion simultanea eficiente de multiples genes diana. La inhibicion de muiltiples
transcritos del constructo de ARN de promotores adyacentes, por ejemplo 2 0 mas, 3 0 mas, 4 o mas, 5 o mas, 6 o
mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, o 10 o mas promotores adyacentes, permite al usuario generar un fenotipo
deseado que se desarrolla sélo cuando se seleccionan varias regiones codificantes (por ejemplo, genes)
simultaneamente, y permite la manipulacién y elucidacion de sistemas genéticos complejos.

Los siguientes ejemplos se ofrecen con fines ilustrativos solamente, y no pretenden limitar el alcance de la presente
invencion de ninguna manera.

EJEMPLOS

Los reactivos comercialmente disponibles citados en los ejemplos se usaron segun las instrucciones del fabricante,
excepto que se indique de otro modo. La fuente de esas células identificadas en los siguientes ejemplos, y en toda la
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memoria descriptiva, mediante nimeros de acceso ATCC es la American Type Culture Collection, Manassas, VA. La
presente invencion se refiere a CSNK1A1, GYK y PRKRA. Todas las ofras cinasas se presentan con fines

ilustrativos solamente.

EJEMPLO 1: Un cribado de ARNip de cinasa identifica reguladores de la sefializacion de hedgehog

Lista de Ref. Sec. Ref. Sec. ID de UNQ| ID de PRO ID de ADN ID de PRO ID de ADN
Genes Murina Humana Murino Murino Humano Humano
Validados
CDC2L1* |NM_007661| NM_024011 | UNQ7109 | PRO22118 | DNA188786 | PRO111470 | DNA363066
CSNK1A1 |NM_146087 | NM_001892 | UNQ3289 | PR0O22429 | DNA188624 | PRO100386 | DNA254256
invencion
GYK NM_008194 | NM_000167 | UNQ7640 | PRO22649 | DNA189856 | PRO119056 | DNA370652
invencion
NEK1 * XM_620663 | NM 012224 [UNQ10553| PRO44282 | DNA245262 | PRO113385 | DNA364981
PLK1* NM_011121| NM_005030 | UNQ3368 | PRO39145 | DNA238060 PRO37960 DNA227497
PRKAR1A *|NM_021880| NM_002734 |UNQ11001| PRO45644 | DNA245338 | PRO105508 | DNA357103
PRKRA NM_011871| NM_003690 |UNQ14535| PRO137956 | DNA390234 | PRO102445 | DNA354038
invencion
TTBK2* NM_080788 | NM_173500 |UNQ29308| PRO143411 | DNA395917 | PRO128708 | DNA380434
TTK* NM_009445| NM_003318 |UNQ13762| PRO42503 | DNA243238 PRO58276 DNA269878

* s6lo para comparacion

Métodos:
Estirpes celulares

Las células S12 en el cribado de ARNi derivan de células C3H10T1/2 (ATCC) integradas de forma estable con un
informador de luciferasa para Hh como se describe en Frank-Kamenetsky et al., J Biol. 1: 10 (2002), y mantenidas
segun las directrices de ATCC. Las células SV40, usadas para determinar la especificidad de candidatos de Hh,
derivan de células C3H10T1/2 integradas de forma estable con el promotor de SV40, que dirige la expresion de
luciferasa.

Libreria de ARNip y controles

Se adquirié de Dharmacon una libreria de ARNip de cinasas murinas que contiene 3248 ARNip. La libreria contenia
cuatro ARNip unicos por gen, con un total de 812 genes consistiendo en todas las cinasas murinas conocidas, y
proteinas reguladoras de cinasas. Como control negativo, se us6 ARNip no buscador de dianas de Dharmacon
(Dharmacon D001210-01), mientras que, como control positivo, se usé ARNip de Smo (Dharmacon M-041026).

Cribado mediante ARNip de alto rendimiento de reguladores de Hedgehog

Las librerias de Dharmacon se disolvieron en tampén de ARNip de Dharmacon, y se repartieron en alicuotas en
placas hijas, a una concentracion de 0,5 uM, y se almacenaron a -80°C. Las placas hijas se descongelaron
subsiguientemente el dia de la transfeccion, y se transfirieron 7 ul de cada ARNip a una nueva placa de 96 pocillos
con 7 pl de Optimem® (Gibco). Entonces se afiadié al ARNip una mezcla que consiste en 0,3 pl de reactivo
Dharmafect #3 con 13,7 pl de Optimen®, y se incubd durante 20 minutos. Las células S12 se colocaron en placas, a
una densidad de 11.000 células/pocillo. Sesenta y cuatro horas después de la transfeccion, se afadieron 200 ng/ml
de Sonic Hedgehog modificada con octilo (O-Shh, Frank-Kamenetsky et al., mas arriba) a las células. El sustrato de
luciferasa se afiadié 24 horas después, usando Steady Lite® segun el protocolo del fabricante, y los recuentos se
midieron usando el luminémetro Top Count®. El ensayo se realiz6 por triplicado para cada condicion (-/+ 200 ng/ml
0O-Shh), con una concentracion final de 25 nM de ARNip. Se reservé un conjunto separado de placas transfectadas
con ARNip, y se us6 para medir la viabilidad celular (Promega CellTiter-Glo) segun las instrucciones del fabricante.
Antes de llevar a cabo el cribado mediante ARNip, se optimizaron varios parametros para uso en el formato de 96
pocillos, incluyendo el tipo de reactivo de transfeccion usado, el nimero de células sembradas, y la concentracion de
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ARNip. Por ejemplo, las células S12 responden de forma maxima a Hh cuando son confluentes, y se encontrd que la
siembra de células a alrededor de 80% de confluencia en el momento de la transfeccién de ARNip dio una respuesta
maxima a Hh. Después de la optimizacion, el calculo de la puntuacion Z de 0,61 indicé que nuestro ensayo fue
robusto; Figura 8A.

Analisis de los datos

Las medidas de luciferasa se convirtieron en valores de logaritmo natural (LN) y se normalizaron frente a una
referencia de placa (control no seleccionador de dianas de Dharmacon, D001210-01). Los valores normalizados
triplicados se promediaron, y se calcul6 para cada ARNip una puntuaciéon de “tratamiento de hedgehog” menos
“tratamiento sin hedgehog”. Los genes se consideraron aciertos potenciales si dos o mas ARNip frente al gen
correspondiente cayeron fuera de 1,5 desviaciones estandar de la media de todos los ARNip en la libreria.

gRT-PCR

Se recogié ARN de células S12 88 horas después de la transfeccion de ARNip, para determinar la desactivacion del
transcrito (iguales condiciones que el cribado), o de células S12 transfectadas con ARNip durante 64 horas y
estimuladas después con Hh durante 24 horas, para determinar los efectos sobre genes diana de Hh (Gli1 y Ptch1)
usando el RNeasy Mini kit (Qiagen). Las muestras se sometieron entonces a tratamiento con ADNasa | (Invitrogen)
durante la purificacion, para eliminar la contaminacion por ADN gendmico. Para los ensayos de gRT-PCR en tiempo
real, se usaron 100 ng/pocillo de ARN total como molde, usando el kit One-Step qRT-PCR (Qiagen). Las sondas
consistieron en un informador 5’-FAM y un extintor 3'-Tamra. Pocillos por duplicado se ensayaron para determinar la
expresion del gen de interés (Gli-1, Ptch1, y Rpl19 (control)) usando SDS7700 (Applied Biosystems, Foster City,
CA). La abundancia relativa del transcrito se normalizé6 hasta niveles de RPL19, usando el método 2-Ct. Al
correlacionar el fenotipo con la desactivacion de ARNm, se encontré que un gen no estaba expresado en nuestra
estirpe celular, puesto que el valor de CT fue 40. Esto no fue debido al conjunto de la sonda gRT, puesto que el
mismo conjunto dio un valor CT de 23 usando ARNm de testiculo.

El analisis se realizd usando el software SDS (version 1.7; Applied Biosystems).
Nombre del oligo Secuencia del cebador de gqRT-PCR

mCDC2L1_Directo = GCTGAGCCATGCTGGCA

mCDC2L1 Inverso GTGAACCATACTCCCGAGCC

mCDC2L1_Sonda TCTCAAGGTGGGCGACTTTGGGC
mCSNKIA1_Directo GGC TCC AAG GCC GAATTT AT

MCSNK1A1 Inverso CGA AAG AGC CAGATCCGATC

mMCSNK1A1_Sonda TCG GTG GAA AAT ACA AAC TGG TGC GG

mGYK_Directo CAC GTATGG AAC AGG GTGCTT

mGYK _Inverso CAG GAG GCC ATG TTC AGA AAA
mGYK_Sonda TTG TGC AAC ACG GGC CAT AAG TGT G
mNEK1_Directo GAG GGT AAA AAG CTC AGATGT TCC

mNEK1_Inverso AAT GAC AGG CTT CAC CTG CTG

mNEK1_Sonda TGC CTT TGG AAC TTC TTG AAA CAG GTG GTT
mPLK1_Directo GGGAGAAAGAGGAACCGGTG

mPLK1_Inverso AGGTGGCACTCAATGGCC

mPLK1_Sonda TCCGGGAGACAAATG

mPRKAR1A _Directo  TTTGAACGCGTCCTTGGC
mMPRKAR1A Inverso TGCTGGATGTTCCGCTTGA
mPRKAR1A_Sonda CGTGCTCAGACATC
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Nombre del oligo
mPRKRA _Directo
mPRKRA _Inverso
mPRKRA_Sonda
mTTBK2_Directo
mTTBK2_Inverso
mTTBK2_Sonda
mTTK_Directo
mTTK Inverso
mTTK_Sonda
Gli1_Directo
Gli1_Inverso
Gli1_Sonda
Ptch1_Directo
Ptch1_Inverso
Ptch1_Sonda
Smo_Directo
Smo_Inverso

Smo_Sonda

ES 2377 885 T3

Secuencia del cebador de gRT-PCR

CAC CAG TCC TAT CACCGTGTG T
AGC AGC GTC ACT CTG TGC AT

ACG GCT CAG GCA TCT CCT GTG GC
AGT TCA TCA CAG TGA CTC CCACA
GGA ATT GTA ATC GCA GTC AGGG
TCC CAT GGA GGC ACA AGC AGA AGG
TACCCTTGCCGTACGTAACCTG
CCCTTTGCCAAGCCTGC
CCTGCACTTACAGCTGCTGGCGC

GCA GTG GGT AAC ATG AGT GTCT
AGG CAC TAG AGT TGA GGA ATT GT
CTC TCC AGG CAG AGA CCC CAGC
CAG CTC TGT GCC CAG CTA

GCA ACA GTC ACC GAA GCA

CCC ATC ACC ACT GTG ACG GCTT
CCC GGG CCA GGA GCT

AAC CCG CAA CAG GTC CATC

TGG GAG ACA GTG TGC ATG CTG AAGGA

RPL19_Directo AGA AGG TGA CCT GGA TGA GAA

RPL19_Inverso TGA TAC ATATGG CGG TCA ATCT

RPL19_Sonda CTT CTC AGG AGA TAC CGG GAA TCC AAG

Experimentos de epistasia

Se llevaron a cabo experimentos de sobreexpresion de GLI1 y SMO2 por triplicado en formato de 6 pocillos usando
100 nM de ARNip reunidos y reactivo de transfeccion Dharmafect #3 (Dharmacon). Después de 24 horas, las células
se tripsinizaron y se volvieron a colocar en placas sobre placas de 12 pocillos. Al dia siguiente (alrededor de 48
horas después de la transfeccion de ARNip), las células se transfectaron con 400 ng de vector de control, SMOM2, o
GLI1, 200 ng de informador de luciferasa para Hh, y 100 ng de TK-Renilla usando Gene Juice (stratagene). El medio
se reemplazé después de 6 horas. Después de 48 horas adicionales, las lecturas de luciferasa se midieron usando
Dual-Glo Luciferase (Promega), segun el protocolo del fabricante. También se midieron los recuentos de Renilla,
para normalizar la eficiencia de la transfeccion plasmidica. Los experimentos se realizaron por triplicado.

Para experimentos de ARNip dobles, las células se transfectaron en formato de 96 pocillos con 50 nM de ARNip de
Gli3 junto con 50 nM de ARNip candidato (ARNip total de concentracion final 100 nM) y reactivo de transfeccion
Dharmafect #4. Se encontré que aunque el reactivo de transfeccion Dharmafect #4 fue ligeramente mas téxico para
las células que Dharmafect #3, las eficiencias de la transfeccion fueron mucho mayores, como se indica por el nivel
de activacion de Hh para células tratadas con ARNip de Gli3 (induccién de la ruta de Gli3 Hh de 2 veces para
Dharmafect #3 en comparacion con 5 veces para Dharmafect #4). Después de 88 horas, los ensayos de luciferasa
se realizaron usando Steady Lite® como se describe previamente. Los experimentos se realizaron por triplicado.

Experimentos con cilios

Células IMCD3 (ATCC) murinas se transfectaron usando lipofectamina 2000 (Invitrogen) con pSuper (Oligoengine) o
pSuper-shNek1, y se seleccionaron en medio que contiene 2 pg/ml de puromicina. Después de 3 semanas, el
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conjunto que queda de células transfectadas de forma estable se cosechd y se coloco en portaobjetos de camara de
2 pocillos LabTek, y se hicieron crecer durante 7 dias. Las células se fijaron en 4% de formaldehido durante 10
minutos a temperatura ambiente y se bloquearon con disolucién salina tamponada con Tris con suero de burro al
10%, 0,5% de Triton X-100. Se incubd anticuerpo anti-tubulina acetilada (1:5000) durante 50 minutos, y se lavé con
TBS con 0,1% de Tween-20. Para visualizar la tubulina acetilada, se us6 anticuerpo secundario anti-ratén conjugado
con Cy3. Para contar la tincion de los nucleos, las células se montaron con medio de montaje Vectorshield DAPI
(Vector Laboratories). Para células IMCD3 marcadas con cilios, se usé un microscopio confocal de barrido de laser
en posicion vertical Zeiss 9LSM 510 Meta/NLO) equipado con un objetivo 63X, de inmersion en agua 09-NA, y un
Chameleon multi-photon Excitation (650-950 nM) y Ar (488-nm) y dos laseres de He/Ne (543 y 633 nm), para
obtener secciones opticas de 0,5 um de grosor, que representan alrededor de 15-18 um de altura z. Para el recuento
de células con cilios, se realizaron tres experimentos independientes, con n = 300 para cada experimento.

Resultados:

Para llevar a cabo el cribado de ARNi, se us6 una libreria de ARNip del cinoma dirigida a 812 genes y que consiste
en 4 ARNip por gen que suman en total 3248 ARNip unicos (Figura 5C). 64 horas después de la transfeccion de
ARNip, se afiadié al medio, para inducir la ruta de Hh Sonic hedgehog (Shh) bacterialmente expresada y purificada.
Los ensayos para la actividad de luciferasa se llevaron a cabo después de otras 24 horas. El cribado se llevo a cabo
por triplicado para cada tratamiento (con y sin Shh), y un cribado paralelo para medir la viabilidad celular en mas de
20% se eliminaron del cribado.

Para analizar los datos, los valores en bruto se transformaron en el logaritmo natural (LN), y después se
normalizaron frente a los ARNip de control no seleccionadores de diana promediados dentro de la misma placa (por
triplicado en cada placa experimental). El analisis de los datos normalizados mostré coeficientes de correlacion entre
réplicas que oscilan desde r = 0,71-0,82, indicando que el ensayo fue muy reproducible (Figura 5D). Para determinar
cuales ARNip afectaron a la induccion de la ruta de Hh, se determindé para cada ARNip la diferencia entre
“tratamiento de Hh” y “tratamiento sin Hh” a partir de los valores triplicados promediados (Figura 5E). Sdlo los genes
que contuvieron 2 o mas ARNip independientes que puntuaron fuera de 1,5 desviaciones estandar de la media de
todos los ARNip en la libreria se consideraron aciertos potenciales. Usando este criterio, se escogieron 30 cinasas
para caracterizacion posterior.

Para validar los 30 aciertos se repitid el ensayo de luciferasa para Hh con cada uno de los 4 ARNip que seleccionan
como dianas a los 30 aciertos, y se encontré que los mismos ARNip frente a 29 de los 30 genes fueron capaces de
reducir de forma reproducible la sefalizacion de Hh. (Datos no mostrados). En segundo lugar, mediante RT-PCR
cuantitativa, se determind si la desactivacion del informador de luciferasa para Hh se correlacioné con la
desactivacion de ARNm para cada uno de los 4 ARNip que seleccionan como dianas a los 29 genes (Figura 6A). De
los 29 genes, no se pudo detectar la expresion de 1 gen en las células S12, y por lo tanto sélo se pudo hacer una
correlacion del informador de luciferasa para Hh y la desactivacion de ARNm para los 28 genes restantes.
Sorprendentemente, muchos de los genes que redujeron la sefalizacion de Hh con sélo 2 de 4 ARNip (Figura 6A,
categoria de “2 Aciertos”), carecieron de correlacion entre el informador de luciferasa de Hh y la desactivacion de
ARNm, sugiriendo que la mayoria de los aciertos en esta categoria fueron falsos positivos. De hecho, solo 2 de los
19 genes (alrededor de 11%) en la categoria de “2 Aciertos” mostraron una correlacion entre el informador de
luciferasa para Hh y la desactivacion del transcrito. Por el contrario, los genes que redujeron la sefializacion de Hh
con al menos 3 ARNip (Figura 6A, categoria “> 3 Aciertos”) tuvieron una alta correlacion entre el informador de
luciferasa para Hh y la desactivacion de ARNm. En esta categoria, 9 de 9 genes (100%) mostraron correlacion entre
la actividad del informador de luciferasa para Hh y la desactivacion del transcrito (Figura 6A, categoria “> 3
Aciertos”). De este modo, todavia se observa una tasa significativa de falsos positivos (89%) con 2 ARNip/gen en
contraste con 3 6 4 ARNip/gen.

Numeros cada vez mas crecientes de informes que muestran que los ARNip tienen efectos fuera de diana
significativos han generado escepticismo sobre datos producidos por cribados de ARNi de alto rendimiento,
enfatizando la necesidad de ensayos secundarios para validar cualesquiera aciertos. Aunque se vio que la
correlacion del fenotipo con la desactivacion del transcrito filtrd la mayoria de los falsos positivos, se dese6 evaluar
adicionalmente si los efectos sobre la sefializacion de Hh fueron debidos a la desactivacion especifica del gen o a
efectos fuera de diana. Los genes fuera de diana resultantes de la incorporacion de una hebra sentido en el
complejo de RISC vy la inhibicidon traduccional o “efecto de microARN” que resulta de la similitud de la hebra
antisentido con dianas no especificas. Lin et al., Nucleic Acid Res. 33: 4527 (2005); Jackson et al., RNA 12: 1197
(2006); Birmingham et al., Nat. Methods 3: 199 (2006); Fedorov et al., RNA 12: 1188 (2006).

Se ha demostrado que la reunion de los ARNip reduce significativamente los efectos fuera de diana a la vez que
mantiene la desactivacion en la diana. Fedorov et al., mas arriba. Para distinguir entre fenotipos provocados por un
silenciamiento génico en la diana del fuera de diana, se volvieron a sintetizar y se reunieron ARNip correspondientes
a cada uno de los cuatro ARNip originales o cada acierto, y se repitié el ensayo de luciferasa para Hh. Como se
muestra en la Figura 6B, 9 de los 11 aciertos fueron necesarios para la sefalizacion de Hh. Los 2 aciertos que no se
repitieron (Pak6 y Scyll) en este ensayo son probablemente falsos positivos, puesto que la desactivacion del
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transcrito usando los ARNip reunidos fue igual, si no mejor que, los ARNip individuales, a pesar de la disminucién no
significativa en la sefializacion de luciferasa para Hh (comparense las Figuras 6A y 6B).

La tabla en el Ejemplo 1 muestra los 9 aciertos validados del cribado de cinasas. Se buscé después de terminar si
los 9 genes se necesitaron especificamente para la sefalizacion de Hh, pero quizas no afectan a la viabilidad o
transcripcion celular general, ensayando los ARNip reunidos correspondientes para determinar su capacidad para
reducir luciferasa expresada a partir de un promotor constitutivo SV40 (luciferasa para SV40). Como se muestra en
la Figura 2C, ninguno de los aciertos tuvo un efecto significativo sobre el informador de luciferasa para SV40,
sugiriendo que los 9 aciertos son especificamente, aunque a lo mejor no exclusivamente, necesarios para la
sefializaciéon de Hh (Figura 6C). También se razond que si los genes candidatos fueron esenciales para la
sefializacion de Hh, serian necesarios para la activacion de genes de diana de Hh enddgenos, Gli1 y Pich1. Cuando
se estimulan con el ligando Hh, las células tratadas con ARNip de Smo soélo pueden inducir Gli1 y Ptch1 hasta
alrededor de 20% del nivel de las células transfectadas con ARNip de control (Figura 6D). Similar a las células
tratadas con ARNip de Smo, ARNip que seleccionan a los 9 candidatos condujo a una reduccién drastica de la
activacion de Gli1 y Ptch1 inducida por Hh (Figura 6D). De este modo, los candidatos son necesarios para la
sefializacion de Hh y la activacion de genes diana de Hh enddgenos.

Para colocar los candidatos en la ruta de Hh, se realizaron experimentos de epistasia usando constructos que
sobreexpresan SMO o GLI1 humanos, reguladores positivos conocidos de la ruta, o ARNip frente a GIi3, un
regulador negativo conocido de la ruta de Hh. SMO es necesario para transmitir la sefial desde Hh hasta los factores
de transcripcion de GLI, y las mutaciones en SMO humano, que codifica SMOM2 (W535L), conducen a la activacion
constitutiva de la ruta de Hh [Xie et al., Nature 391:90 (1998)]. En células C3H10T1/2, la transfeccion de SMOM2
puede activar la ruta de una manera independiente del ligando. Murone et al., Curr. Biol. 9: 76 (1999). Se razon6 que
si los genes candidatos actian aguas arriba de Smo, la desactivacion del gen diana no afectaria a la activacion de la
ruta de Hh mediada por SMOM2. Por el contrario, si los aciertos actuaron aguas abajo de Smo, la desactivacion de
su expresion evitaria la activacion de la ruta mediada por SMOM2. Para evaluar si los aciertos actuaron aguas arriba
0 aguas abajo de Smo, se transformaron células C3H10T1/2 con los ARNip candidatos y, 48 horas después de la
transfeccién con ARNip, las células se transfectaron con el vector de control de SMOM2 humano, el informador de
luciferasa para Hh, y un informador de Renilla para normalizar la eficiencia de la transfeccion plasmidica. Como
control positivo, las células se transfectaron con un control de ARNip no seleccionador de diana y con ARNip de
Smo, los cuales no deberian afectar a la capacidad de SMOM2 para activar la ruta (Figura 7A). La sobreexpresion
de SMOM2 fue capaz de activar la ruta en células tratadas con ARNip dirigidas a Csnkla1, Gyk, Hek1 y Tk,
sugiriendo que probablemente estos genes actuan aguas arriba de o en paralelo de Smo (Figuras 7A 'y 7D). Por el
contrario, la sobreexpresion de SMOM2 no fue capaz o sélo pudo activar parcialmente la ruta en células tratadas
con ARNip dirigidas a CDC2L1, Plk1, Prkarla, Prkra y Ttbk2, sugiriendo que probablemente estos genes actuan
aguas abajo de Smo (Figuras 7A'y 7B).

La sobreexpresion de Gli1 es también suficiente para activar la ruta de Hh de una manera independiente del ligando,
pero actia aguas abajo de Smo. Para colocar los aciertos con relacion a Gli1, se repitié el ensayo de epistasia
descrito anteriormente, pero se sustituyé SMOM2 humano por GLI1. Ninguno de los ARNip fue capaz de reducir la
activacion de la ruta de Hh de GLI1, indicando que Gli1 actda probablemente aguas abajo de los 4 aciertos (Figuras
7By 7D).

Contrariamente a Gli1, GIli3 actia casi mayoritariamente como un represor de la ruta de Hh, y las células
informadoras tratadas con ARNip de GIi3 muestran una mayor actividad de luciferasa para Hh de una manera
independiente del ligando (Figura 5A). Para colocar los candidatos con relacion a Gli3, se transfectaron células con
ARNip dirigidos a Gli3 y cada uno de los genes candidatos. En comparacion con las células del control, las células
tratadas con ARNip de GIi3 muestran un incremento de cinco veces en la activacion de Hh, segun se mide en el
ensayo de luciferasa para Hh. Las células tratadas tanto con ARNip de Gli3 como de Smo también activan la ruta
similar a Gli3, consistente con Smo que actia aguas arriba de GIi3 (Figura 7C). Cuando Gli3 se combiné con cada
uno de los ARNip que corresponden a los 9 aciertos, no se observé reduccién en la activacion, dependiente de Gli3,
de la ruta de Hh (Figura 7C). De este modo, parece que los nueve candidatos actuan aguas arriba de Gli3 (Figura
7D). En la Figura 7D se muestra un sumario de dénde actuan los aciertos en la ruta de Hh.

En los ultimos pocos afos, se ha demostrado que el transporte intraflagelar (IFT) en los cilios es critico para la
sefializacion de Hh. Huangfu et al., (2003), mas arriba; Huangfu et al., (2005), mas arriba; May et al. mas arriba,
Corbit et al., mas arriba, Haycraft et al., mas arriba. Nek1 pertenece a la familia NIMA de cinasas y, en Tetrahymena
y Chlamydomomas, cinasas relacionadas con NIMA que son necesarias para la funcion ciliar. Mahjoub et al., Mol.
Biol. Cell 15: 5172 (2004), Wloga et al., Mol. Biol. Cell 17: 2799 (2006). NEK1 humana se ha visto implicada en la
enfermedad renal policistica (PKD), un sindrome que se piensa que surge de defectos ciliares dentro del rifidn.
Upadhya et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 217 (2000). Nek1 también se ha localizado en el centrosoma
[Mahjoub et al., J Am. Soc. Nephrol. 16: 3485 (2005)], y se ha demostrado que interacciona con la proteina motora
anterograda de IFT, Kif3a [Surpili et al., Biochemistry 42: 15369 (2003). Debido a que se aislé Nek1 en el cribado de
ARNi, nos preguntamos si puede tener un papel principal en el transporte y/o estructura de los cilios. Para resolver
esta cuestion, se manipularon células IMCD3 murinas, que se ha demostrado que forman cilios in vitro, para que
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expresen de forma estable ARNi de horquilla pequefio (ARNhp) frente a Nek1. En contraste con las células de
control, en las que alrededor de 40% de las células estan ciliadas, las células IMCD3 que expresan ARNhp de Nek1
muestran una drastica reduccién en la formacion de cilios, estando ciliadas sélo alrededor de 1% de las células.
Figuras 7E y 8B. De este modo, se propone que Nek1 de mamifero impacta sobre la sefializacién de Hh a través de
su papel en la ciliogénesis.

Segun nuestro conocimiento, éste es el primer cribado de ARNi que intenta correlacionar fenotipo con desactivacion
de transcrito de todos los candidatos primarios aislados de un cribado de ARNi. Dado el nimero reciente de
publicaciones que plantean inquietud sobre las tasas elevadas de falsos positivos en cribados de ARNi [Echeverri et
al., Nat. Methods 3: 777 (2006), Ma et al., Nature 443: 359 (2006)], sentimos que esta etapa de validacion fue
necesaria y probablemente eliminé la mayoria de los falsos positivos. Sorprendentemente, la identificacion de dos
ARNip independientes, que se han sugerido como un estandar para cribados de ARNi, todavia produjo un gran
numero de falsos positivos. En nuestra experiencia, la identificacion de 3 o mas ARNip independientes produjo un
mayor porcentaje de aciertos validados, y se deberia usar como el criterio para seleccionar aciertos para estudios de
seguimiento. Sin embargo, no se puede concluir que una falta de correlacion entre el fenotipo y la desactivacion de
ARNm para un acierto de gen dado se debe de considerar siempre falso positivo. A partir de los 9 aciertos validados
en nuestro cribado, CDC2L1, Csnkla1l y Prkarla estan conservadas en moscas. Se piensa que Prkarla regula
negativamente Pka, un inhibidor conocido de la sefializacion de Hh en moscas y vertebrados. Chen et al., (1998)
mas arriba, Price et al., (1999), mas arriba; Wang et al., Genes Dev. 13: 2838 (1999); Huang et al., J. Biol. Chem
277: 19889 (2002). Los experimentos de epistasia colocaron a Prkarla aguas abajo de Smo, consistente con un
papel para Prkar1a y Pka en la fosforilacion y regulacion de proteinas Gli en ausencia de sefalizacion de Hh.
Nuestro cribado también identific6 que Csnk1a1 (CK1a) tiene un papel positivo en la sefalizacion de Hh. En
moscas, se ha demostrado previamente también que Csnk1al desempefia tanto un papel regulador negativo a
través de la fosforilacion de Ci (el homologo de la mosca de Gli) en ausencia de Hh [Price et al., 2002, mas arriba;
Jia et al., Dev Cell. 9: 819 (2005); Lum et al., Science 299: 2039 (2003)], y un papel positivo en presencia de la
sefializacion de Hh a través de la fosforilacion de Smo. Jia et al., Nature 432: 1045 (2004); Zhang et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 101: 17900 (2004); Apionishev et al., Nat. Cell Biol. 7: 86 (2005). La identificacién de Csnk1a1 en
nuestro cribado de ARNip sugiere que Csnk1a1 también puede desempefiar un papel positivo en la sefializacion de
Hh de mamiferos. Puesto que Smo de mamifero carece de cualquier sitio de fosforilacion de Csnk1a putativos,
probablemente Csnk1a1 actda en otros componentes necesarios para la activacion de Hh. En apoyo de un papel
positivo para Csnk1a1 en la sefalizacién de Hh de mamifero, los experimentos de epistasia colocaron a Csnk1a1
aguas arriba de, o al mismo nivel que, Smo. Finalmente, CDC2L1 es el ortélogo de Drosophila de Pitsire, aislado
recientemente en un cribado de ARNi de todo el genoma para identificar reguladores de Hh en moscas. Nybakken et
al., Nat. Genet. 37: 1323 (2005). Debido a que se aislé el homoélogo de mamifero de Pitslre (Cdc2L1),
probablemente esta proteina desempefa un papel conservado aunque desconocido en la seializacién de Hh.

Nuestro cribado también aislé 6 cinasas potencialmente nuevas en la ruta de Hh, incluyendo Gyk1, Nek1, Plk1,
Prkra, Ttbk2 y Ttk. De forma interesante, un ndmero de ellas, incluyendo Nek1, Plk1 y Ttk, se localizan en el
centrosoma, y se piensa que regulan el ciclo celular. Varios modelos pueden explicar como estos genes
centrosémicos especificos pueden afectar a la sefializacion de Hh. La primera posibilidad es que ARNip frente a
estos componentes centrosémicos puede impactar en la proliferacion celular de la viabilidad, y por lo tanto afectar
indirectamente a la sefalizacion de Hh. Sin embargo, probablemente este no es el caso, puesto que ninguno de los
aciertos de thr tuvo un efecto drastico sobre la viabilidad celular, como se juzga en los ensayos de ATP, ni tuvieron
un efecto sobre el informador de luciferasa para SV40. Ademas, mediante analisis de FACs, las células tratadas con
ARNip de Nek1 y Ttk no mostraron un defecto del ciclo celular, y las células tratadas con ARNip de Plk1 sdélo
mostraron un ligero defecto del ciclo celular (datos no mostrados). Ademas, se piensa que estos reguladores del
ciclo celular son necesarios para la mitosis pero, puesto que los ensayos se realizaron usando células a una
confluencia del 80%, en los que la mayoria de las células estaban en detencion G1, el gen que funciona sdlo en la
mitosis no se habria aislado en el cribado. Para apoyar esto, no se aislo el basto nimero de reguladores del ciclo
celular presentes en nuestra libreria.

Otra posibilidad puede ser que estos genes centrosomicos especificos afecten a una funcion distinta del
centrosoma, tal como la formacion de cilios. De hecho, tal como es el caso para Nek1, es posible que Plk1 y Ttk
también tengan un papel especifico en la ciliogénesis. De forma interesante, Plk1 se ha relacionado con la
ciliogénesis a través de su interaccién con Cenexina (Odf2), puesto que se ha demostrado recientemente que la
Cenexina es necesaria para dirigir Plk1 a los centrosomas. Soung et al., Mol. Cell Biol. 26: 8316-8335 (2006).
Ademas, el andlisis de ratones que carecen de Cenexina muestra que la Cenexina es indispensable para la
generacion de cilios primarios, pero no para otras funciones centriolares relaconadas con el ciclo celular. Ishikawa et
al., Nat. Cell Biol. 7: 517 (2005). De este modo, la Cenexina puede ejercer su efecto sobre la formacioén de cilios via
la interaccion con Plk1, y puede existir un papel especifico para Plk1 en la formacién de cilios, que es distinto de su
papel en la regulacion de la mitosis.

Una tercera posibilidad es que estas cinasas fosforilen directamente componentes de la ruta de Hh. De hecho, el

analisis de secuencia de Smo, Sufu, y Gli-2, -2 y -3 identifica multiples sitios de fosforilaciéon candidatos con notables

consecuencias para Plk1, sugiriendo que al menos esta cinasa puede estar fosforilando directamente componentes
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de Hh.

Basandose en el analisis de nuestros aciertos validados, hemos supuesto esa funcién identificada mas abajo para la
hedgehog cinasa identificada en nuestro cribado:

Gen Funcién

Cdc211 * Ciclo celular

Csnkla1 de la invencion Sefalizacion

Gyk de la invencion Osmolaridad

Nek1 * Cilios

Plk1 * Ciclo celular

Prkarla * Sefalizacion

Prkra de la invencion Silenciamiento de ARNi
Ttbk2* Union de microtubulos
Ttk * Ciclo celular

* para comparacion

EJEMPLO 2: Analisis de micromatriz para detectar aumento de polipéptidos de hedgehog cinasa en cancer o
tumores

Las micromatrices de acido nucleico, que contienen a menudo miles de secuencias génicas, son Utiles para
identificar genes expresados diferencialmente en tejidos enfermos en comparacion con sus contrapartes normales.
Usando micromatrices de acido nucleico, se transcriben de forma inversa y se marcan muestras de ARNm de
ensayo y de control, procedentes de muestras de tejido de ensayo y de control, para generar sondas de ADNc. Las
sondas de ADNc se hibridan entonces a una matriz de acidos nucleicos inmovilizados sobre un soporte soélido. La
matriz se configura de manera que la secuencia y la posicion de cada miembro de la matriz son conocidas. Por
ejemplo, se puede disponer sobre un soporte sélido una seleccion de genes que se sabe que son expresados en
ciertos estados moérbidos. La hibridacién de una sonda marcada con un miembro de matriz particular indica que la
muestra de la que deriva la sonda expresa ese gen. Si la sefal de hibridacion de una sonda procedente de una
muestra de ensayo (tejido enfermo) es mayor que la sefial de hibridacién de una sonda procedente de una muestra
de control (tejido normal), el gen o genes sobreexpresados en el tejido enfermo son identificados. La implicacion de
este resultado es que una proteina sobreexpresada en un tejido enfermo es util no sé6lo como un marcador de
diagnostico para determinar la presencia de la condiciéon mérbida, sino también como una diana terapéutica para el
tratamiento de la condicion morbida.

La metodologia de hibridacién de acidos nucleicos y la tecnologia de micromatrices son bien conocidas en la
técnica. En el presente ejemplo, la preparacion especifica de acidos nucleicos para la hibridacion, y las sondas,
portaobjetos, y condiciones de hibridacion, se detallan todos ellos en la Solicitud de Patente PCT Serie n°
PCT/US01/10482, presentada el 30 de marzo de 2001.

EJEMPLO 3: Analisis cuantitativo de la expresion de ARNm de hedgehog cinasa

En este ensayo, se us6 un ensayo de nucleasa 5 (por ejemplo, TagMan®) y una PCR cuantitativa en tiempo real
(por ejemplo, ABI Prizm 7700 Sequence Detection System® (Perkin Elmer, Applied Biosystems Division, Foster City,
CA)), para encontrar genes que estan sobreexpresados significativamente en un tumor o tumores de glioma
canceroso, en comparacion con otros tumores cancerosos o tejido no canceroso normal. La reaccion del ensayo de
nucleasa de 5’ es una técnica fluorescente a base de PCR, que hace uso de la actividad de exonucleasa de 5’ de la
enzima de Tag ADN polimerasa para monitorizar la expresion génica en tiempo real. Se usan dos cebadores
oligonucleotidicos (cuyas secuencias se basan en la secuencia génica o EST de interés) para generar un amplicén
tipico de una reaccion de PCR. Un tercer oligonucledtido, o sonda, se disefia para detectar la secuencia nucleotidica
localizada entre los dos cebadores de PCR. La sonda no es extensible mediante la enzima de Taq ADN polimerasa,
y esta marcada con un colorante fluorescente informador y un colorante fluorescente extintor. Cualquier emision
inducida por laser desde el colorante informador es extinguida por el colorante extintor cuando los dos colorantes
estan localizados préoximos entre si como lo estan en la sonda. Durante la reaccion de amplificacion de PCR, la
enzima de Tag ADN polimerasa escinde la sonda de una manera dependiente del molde. Los fragmentos de sonda
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resultantes se disocian en la disolucion, y la sefial del colorante informador liberado esta libre del efecto extintor del
segundo fluoréforo. Se libera una molécula del colorante informador por cada nueva molécula sintetizada, y la
deteccion del colorante informador no extinguido proporciona la base para la interpretacion cuantitativa y cuantitativa
de los datos. Este ensayo es bien conocido, y se usa habitualmente en la técnica para identificar cuantitativamente
diferencias de expresion génica entre dos muestras de tejido humano diferentes; véanse, por ejemplo, Higuchi et al.,
Biotechnology 10:413-417 (1992); Livak et al., PCR Methods Appl., 4:357-362 (1995); Heid et al., Genome Res.
6:986-994 (1996); Pennica et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95 (25):14717-14722 (1998); Pitti et al., Nature 396
(6712):699-703 (1998) y Bieche et al., Int. J. Cancer 78:661-666 (1998).

El procedimiento de nucleasa de 5’ se realiza en un dispositivo de PCR cuantitativa en tiempo real, tal como el ABI
Prism 7700TM Sequence Detection. El sistema consiste en un termociclador, un laser, una camara de dispositivo
acoplado a carga (CCD), y un ordenador. El sistema amplifica muestras en un formato de 96 pocillos en un
termociclador. Durante la amplificacion, la sefial fluorescente inducida por el laser es recogida en tiempo real a
través de cables de fibra optica para todos los 96 pocillos, y se detecta en el CCD. El sistema incluye software para
poner en marcha el instrumento y para analizar los datos.

El material de partida para el cribado es ARNm, aislado de una variedad de diferentes tejidos cancerosos. El ARNm
se cuantifica de forma precisa, por ejemplo fluorométricamente. Como control negativo, se aisla ARN de diversos
tejidos normales del mismo tipo de tejido que los tejidos cancerosos ensayados. Frecuentemente, las muestras
tumorales se comparan directamente con muestras normales “emparejadas” del mismo tipo tisular, queriendo decir
que las muestras de tumor y normal se obtienen del mismo individuo.

Los datos del ensayo de nucleasa de 5’ se expresan inicialmente como Ct, o el ciclo umbral. Este se define como el
ciclo en el que la seinal del informador se acumula por encima del nivel de fondo de la fluorescencia. Los valores ACt
se usan como una medida cuantitativa del niUmero relativo de copias de partida de una secuencia diana particular en
una muestra de acido nucleico cuando se comparan los resultados de ARNm de cancer con resultados de ARNm
humano normal. Puesto que una unidad de Ct corresponde a un ciclo de PCR o aproximadamente un incremento
relativo de 2 veces con relaciéon al normal, dos unidades corresponden a un incremento relativo de 4 veces, 3
unidades corresponden a un incremento relativo de 8 veces, etc., se puede medir cuantitativa y cuantitativamente el
numero de veces de incremento relativo en la expresion de ARNm entre dos o mas tejidos diferentes. A este
respecto, esta bien aceptado en la técnica que este ensayo es suficientemente sensible de forma técnica para
detectar reproduciblemente un incremento de al menos 2 veces en la expresion de ARNm en una muestra de tumor
humano, con relaciéon a un control normal.

EJEMPLO 4: Hibridacion in situ

La hibridacion in situ es una técnica poderosa y versatil para la deteccion y localizacién de secuencias de acidos
nucleicos en preparaciones celulares o tisulares. Puede ser util, por ejemplo, para identificar sitios de expresion
génica, analizar la distribucion tisular de la transcripcion, identificar y localizar infeccién virica, seguir cambios en la
sintesis de ARNm especifica, y ayudar en el cartografiado cromosoémico.

La hibridacion in situ se lleva a cabo siguiendo una version optimizada del protocolo de Lu y Gillett, Cell Vision
1:169-176 (1994), usando ribosondas marcadas con **P generadas mediante PCR. De forma breve, los tejidos
humanos fijados en formalina y embebidos en parafina se seccionan, se desparafinan, se desproteinan en
proteinasa K (20 g/ml) durante 15 minutos a 37°C, y se procesan posteriormenteJJara la hibridacion in situ como se
describe por Lu y Gillett, mas arriba. Una ribosonda antisentido marcada con [3 -P] UTP se genera a partir de un
producto de PCR, y se hibrida a 55°C toda la noche. Los portaobjetos se sumergen en emulsién de seguimiento
nuclear Kodak NTB2, y se exponen durante 4 semanas.

Sintesis de **P-ribosonda

6,0 ul (125 mCi) de **P-UTP (Amersham BF 1002, SA<2000 Ci/mmol) se concentraron de forma centrifuga. A cada
tubo que contiene Bp_UTP seco, se afiadieron los siguientes ingredientes:

2,0 ul de tampdn de transcripcion 5x

1,0 ul de DTT (100 mM)

2,0 pl de mezcla NTP (2,5 mM: 10 p; cada uno de 10 mM de GTP, CTP y ATP + 10 pl de H>0O)
1,0 pl de UTP (50 pM)

1,0 ul de Rnasin

1,0 ul de molde de ADN (1 pg)
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1,0 wl de H,O
1,0 ul de ARN polimerasa (para productos de PCR T3 = AS, T7 = S, habitualmente)

Los tubos se incubaron a 37°C durante una hora. Se anadié 1,0 Wl de RQ1 DNase, seguido de incubacion a 37°C
durante 15 minutos. Se afiadieron 90 ul de TE (10 mM de Tris pH 7,6/1 mM de EDTA pH 8,0), y la mezcla se pipeted
sobre papel DE81. La disolucion que queda se cargd en una unidad de ultrafiltracién Microcon-50, y se hizo girar
usando un programa 10 (6 minutos). La unidad de filtracion se vertié sobre un segundo tubo y se hizo girar usando
un programa 2 (3 minutos). Después del giro de recuperacion final, se afadieron 100 ul de TE. Se pipeted 1 pl del
producto final sobre papel DE81, y se contd en 6 ml de Biofluor II.

La sonda se hace correr en un gel de TBE/urea. Se afiaden 1-3 pl de la sonda o 5 ul de RNA Mrk Ill a 3 pl de
tampon de carga. Después de calentar en un bloque de calentamiento a 95°C durante tres minutos, la sonda se
coloca inmediatamente en hielo. Los pocillos de gel se enjuagan, la muestra se carga, y se hace correr a 180-250
voltios durante 45 minutos. El gel se envuelve en un envoltorio saran y se expone a una pelicula XAR con una
pantalla intensificadora en un congelador a -70°C una hora toda la noche.

Hibridacién de **P
A. Pretratamiento de secciones congeladas

Los portaobjetos se retiraron del congelador, se colocaron en bandejas de aluminio, y se descongelaron a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Las bandejas se colocan n una incubadora a 55°C durante cinco minutos,
para reducir la condensacion. Los portaobjetos se fijan durante 10 minutos en paraformaldehido al 4% sobre hielo en
la campana extractora, y se lavaron 0,5 x SSC durante 5 minutos, a temperatura ambiente (25 ml de 20 x SSC + 975
ml de SQ H20). Después de la desproteinacion en 0,5 pg/ml de proteinasa K durante 10 minutos a 37°C (12,5 ul de
disolucion madre 10 mg/ml en 250 ml de tampén de ARNasa precalentado libre de ARNasa), las secciones se
lavaron en 0,5 x SSC durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las secciones se deshidrataron en etanol al 70%,
95%, 100%, 2 minutos cada uno.

B. Pretrataciéon de secciones en bebidas en parafina

Los portaobjetos se desparafinaron, se colocaron en SQ H-O, y se aclararon dos veces en 2 x SSC a temperatura
ambiente, durante 5 minutos cada vez. Las secciones se desproteinaron en 20 ug/ml de proteinasa K (500 pl de 10
mg/ml en 250 ml de tampén de ARNasa libre de ARNasa; 37°C, 15 minutos) — embrién humano, u 8 x proteinasa K
(100 pl en 250 ml de tampdn de ARNasa, 37°C, 30 minutos) — tejidos en formalina. El aclarado subsiguiente en 0,5 x
SSC y la deshidratacion se llevaron a cabo como se describe anteriormente.

C. Prehibridacion

Los portaobjetos se colocaron en una caja de plastico forrada con tampén de Caja (4 x SSC, 50% de formamida) —
papel de filtro saturado.

D. Hibridacién

1,0 x 10° cpm de sonda y 1,0 pl de ARNt (50 mg/ml de disolucién madre) por portaobjetos se calentaron a 95°C
durante 3 minutos. Los portaobjetos se enfriaron en hielo, y se afadieron 48 yl de tampdn de hibridacion por
portaobjetos. Después de someter a vortice, se afadieron 50 ul de mezcla de ¥p a 50 pl de prehibridacion en el
portaobjetos. Los portaobjetos se incubaron toda la noche a 55°C.

E. Lavados

El lavado se realizé 2 x 10 minutos con 2xSSC, EDTA a temperatura ambiente (400 ml de 20 x SSC + 16 ml de
0,25M EDTA, Vi=4L), seguido de tratamiento con ARNasa a 37°C durante 30 minutos (500 ul de 10 mg/ml en 250
ml de tampon ARNasa = 20 ug/ml). Los portaobjetos se lavaron 2 x 10 minutos con 2 x SSC, EDTA a temperatura
ambiente. Las condiciones de restriccion de lavado pueden ser las siguientes: 2 horas a 55°C, 0,1 x SSC, EDTA (20
ml de 20 x SSC + 16 ml de EDTA, Vi=4L).

F. Oligonucledticos

El analisis in situ se llevd a cabo en una variedad de secuencias de ADN descritas aqui. Los oligonucleétidos
empleados para esos anadlisis se obtienen para que sean complementarios a los acidos nucleicos (o0 sus
complementos) como se muestra en las figuras que se acompafan.

EJEMPLO 5: Preparacion de anticuerpos que se unen a hedgehog cinasa

Las técnicas para producir anticuerpos monoclonales son conocidas en la técnica, y se describen, por ejemplo, en
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Coding, mas arriba. Los inmunégenos que se pueden emplear incluyen polipéptidos de hedgehog cinasa purificados,
proteinas de fusion que contienen polipéptidos de hedgehog cinasa, y célula que expresa sobre la superficie celular
los polipéptidos de hedgehog cinasa recombinantes. La seleccion del inmundgeno se puede hacer por un experto
sin experimentacion innecesaria.

Se inmunizaron ratones, tales como Balb/c, con el inmundgeno anterior emulsionado en adyuvante completo de
Freund, y se les inyectd subcutanea o intraperitonealmente en una cantidad de 1-100 microgramos. Como
alternativa, el inmundégeno se emulsioné en adyuvante MPL-TDM (Ribi Immunochemical Research, Hamilton, MT) y
se inyectd en las almohadillas plantares posteriores de los animales. Los ratones inmunizados se revacunaron
entonces 10 a 12 dias después con inmundégeno adicional emulsionado en el adyuvante seleccionado. Después,
durante varias semanas, los ratones también se pueden revacunar con inyecciones de inmunizacion adicionales. Se
pueden obtener periddicamente muestras de suero de los ratones mediante sangrado retro-orbital para las
evaluaciones en ensayos de ELISA, para detectar anticuerpos anti-hedgehog cinasa.

Después de que se ha detectado un titulo de anticuerpos adecuado, los animales “positivos” para los anticuerpos se
pueden inyectar con una inyeccion intravenosa final de polipéptido de hedgehog cinasa. Tres a cuatro dias después,
los ratones se sacrifican, y se cosechan las células del bazo. Las células del bazo se fusionan entonces (usando
polietilenglicol al 35%) a una extirpe de célula de mieloma murino seleccionada, tal como P3X63AgU.1, disponible
de ATCC n°® CRL 1597. Las fusiones generan células de hibridoma que se pueden colocar entonces en placas de
cultivo tisular de 96 pocillos que contienen medio HAT (hipoxandina, aminopterina, y timidina) para inhibir la
proliferacién de células no fusionadas, hibridos de mieloma, e hibridos de células de bazo.

Las células de hibridoma se criban en un ELISA para determinar la reactividad frente a hedgehog cinasa. La
determinacion de células de hibridoma “positivas” que segregan los anticuerpos monoclonales deseados frente a
hedgehog cinasa esta dentro de la pericia en la técnica.

Las células de hibridoma positivas se pueden inyectar intraperitonealmente en ratones Balb/c singénicos para
producir ascitis que contiene los anticuerpos monoclonales anti-hedgehog cinasa. Como alternativa, las células de
hibridoma se pueden hacer crecer en matraces de cultivo tisular o en botellas giratorias. La purificacion de los
anticuerpos monoclonales producidos en el ascitis se puede lograr usando precipitacion con sulfato de amonio,
seguido de cromatografia de exclusion en gel. Como alternativa, se puede emplear cromatografia de afinidad
basada en la unioén del anticuerpo a la proteina A o a la proteina G.

EJEMPLO 6: Preparacion de anticuerpos conjugados a toxina que se unen a hedgehog cinasa.

El uso de conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC), es decir, inmunoconjugados, para el suministro local de agentes
citotdxicos o citostaticos, es decir, farmacos para exterminar o inhibir células tumorales en el tratamiento de cancer
(Payne (2003) Cancer Cell 3:207-212; Syrigos y Epenetos (1999) Anticancer Research 19:605-614; Niculescu-Duvaz
and Springer (1997) Adv. Drug Del. Rev. 26:151-172; US 4,975,278) permiten el suministro dirigido del resto
farmacéutico a tumores, y la acumulacioén intracelular alli, en el que la administracién sistémica de estos agentes
farmacéuticos no conjugados puede dar como resultado niveles in aceptables de toxicidad para células normales asi
como para las células tumorales que se busca eliminar (Baldwin et al., (1986) Lancet (Mar. 15, 1986) pp. 603-05;
Thorpe, (1985) “Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review,” en Monoclonal Antibodies ‘84:
Biological And Clinical Applications, Pinchera et al. (eds.), pp. 475-506). De ese modo, se busca la maxima eficacia
con toxicidad minima. Los esfuerzos para disefiar y refinar ADC se han centrado en la selectividad de los
anticuerpos monoclonales (mAbs) asi como en las propiedades enlazantes al farmaco y de liberacion del farmaco.
Se ha dado a conocer que tanto los anticuerpos policlonales como los anticuerpos monoclonales son utiles en estas
estrategias (Rowland et al., (1986) Cancer Immunol. Immunother., 21:183-87). Los farmacos usados en estos
métodos incluyen daunomicina, doxorubicina, metotrexato, y vindesina (Rowland et al., (1986) mas arriba). Las
toxinas usadas en conjugados de anticuerpo-toxina incluyen toxinas bacterianas tales como la toxina de la difteria,
toxinas vegetales tales como ricina, toxinas de pequefias moléculas tales como geldanamicina (Mandler et al. (2000)
J. of the Nat. Cancer Inst. 92(19):1573-1581; Mandler et al. (2000) Bioorganic & Med. Chem. Letters 10:1025-1028;
Mandler et al. (2002) Bioconjugate Chem. 13:786-791), maitansinoides (documento EP 1391213; Liu et al., (1996)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623), y calicheamicina (Lode et al. (1998) Cancer Res. 58:2928; Hinman et al.
(1993) Cancer Res. 53:3336-3342).

Las técnicas para producir conjugados de anticuerpo-farmaco enlazando toxinas a anticuerpos purificados son bien
conocidas y se emplean habitualmente en la técnica. Por ejemplo, la conjugacién de un anticuerpo monoclonal
purificado a la toxina DM1 se puede lograr como sigue. El anticuerpo purificado se derivatiza con n-succinimidil-4-(2-
piridiltio)-pentanoato, para introducir grupos ditiopiridilo. El anticuerpo (376,0 mg, 8 mg/ml) en 44,7 ml de tampon de
fosfato potasico 50 mM (pH 6,5) que contiene NaCl (50 mM) y EDTA (1 mM) se trata con SPP (5,3 equivalentes
molares en 2,3 ml de etanol). Después de incubar durante 90 minutos en argén a temperatura ambiente, la mezcla
de reaccion se filtra en gel a través de una columna Sephadex G25 equilibrada con 35 mM de citrato de sodio, 154
mM de NaCl y 2 mM de EDTA. Las fracciones que contienen el anticuerpo se retinen entonces y se ensayan. El
anticuerpo-SPP-Py (337,0 mg con grupos 2-tiopiridina liberables) se diluye con el tampoén de citrato de sodio 35 mM
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anterior, pH 6,5, hasta una concentracion final de 2,5 mg/ml. Entonces se afiadio DM1 (1,7 equivalentes, 16,1 moles)
en 3,0 mM de dimetilacetamida (DMA, 3% v/v en la mezcla de reaccion final) a la disolucion de anticuerpo. La
reaccion se permite transcurrir a temperatura ambiente en argén durante 20 horas. La reacciéon se carga en una
columna de filtraciéon en gel Sephacryl S300 (5,0 cm x 90,0 cm, 1.77 L) equilibrada con 35 mM de citrato de sodio,
154 mM de NaCl, pH 6,5. El caudal es 5,0 ml/min, y se recogen 65 fracciones (20,0 ml cada uno). Las fracciones se
agrupan y se ensayan, en las que el nimero de moléculas de farmaco DM1 enlazadas por molécula de anticuerpo
(p’) se determina midiendo la absorbancia a 252 nm y 280 nm.

Con fines ilustrativos, la conjugacion de un anticuerpo monoclonal purificado a la toxina DM1 | también se puede
lograr segun lo siguiente. El anticuerpo purificado se derivatiza con (4-(N-maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato
de succinimidilo (SMCC, Pierce Biotechnology, Inc) para introducir el ligador de SMCC. El anticuerpo se trata a 20
mg/ml en 50 mM de fosfato potasico/50 mM de cloruro de sodio/2mM de EDTA, pH 6,5, con 7,5 equivalentes
molares de SMCC (20 mM en DMSO, 6,7 mg/ml). Después de agitar durante 2 horas en argon a temperatura
ambiente, la mezcla de reaccion se filtré a través de una columna Sephadex G25 equilibrada con 50 mM de fosfato
potasico/50 mM de cloruro de sodio/2 mM de EDTA, pH 6,5. Las fracciones que contienen el anticuerpo se retinen y
se ensayan. El anticuerpo-SMCC se diluye entonces con 50 mM de fosfato potasico/50 mM de cloruro de sodio/2
mM de EDTA, pH 6,5, hasta una concentracion final de 10 mg/ml, y se hace reaccionar con una disolucion 10 mM de
DM1 (1,7 equivalentes suponiendo 5 SMCC/anticuerpo, 7,37 mg/ml) en dimetilacetamida. La reaccion se agité a
temperatura ambiente en argén 16,5 horas. La mezcla de reaccion de conjugacion se filtré entonces a través de una
columna de filtracion en gel Sephadex G25 (1,5 x 4,9 cm) con 1 x PBS a pH 6,5. Entonces se mide la relacion
DM1/anticuerpo (p) mediante la absorbancia a 252 nm y a 280 nm.

Los farmacos citotoxicos se han conjugado tipicamente a anticuerpos a través de los numerosos restos de lisina del
anticuerpo. También se ha logrado la conjugacion a través de grupos tiol presentes, o manipulados en, el anticuerpo
de interés. Por ejemplo, se han introducido restos de cisteina en proteinas mediante técnicas de ingenieria genética
para formar sitios de fijacion covalente para ligandos (Better et al. (1994) J. Biol. Chem. 13:9644-9650; Bernhard et
al. (1994) Bioconjugate Chem. 5:126-132; Greenwood et al. (1994) Therapeutic Immunology 1:247-255; Tu et al.
(1999) Proc. Natl. Acad. Sci USA 96:4862-4867; Kanno et al. (2000) J. of Biotechnology. 76:207-214; Chmura et al.
(2001) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 98(15):8480-8484; patente U.S. n° 6.248.564). Una vez que existe un resto de
cisteina libre en el anticuerpo de interés, las toxinas se pueden enlazar a ese sitio. Como ejemplo, los reactivos
ligadores de farmaco, maleimidocaproil-monometil auristatina E (MMAE), es decir, MC-MAE, maleimidocaproil-
monometil auristatina F (MMAF), es decir, MC-MMAF, MC-val-cit- PAB-MMAE o MC-val-cit-PAB-MMAF, disueltos en
DMSO, se diluyen en acetonitrilo y agua a concentracion conocida, y se afiaden a anticuerpo derivatizado con
cisteina enfriado en disolucion salina tamponada con fosfato (PBS). Después de alrededor de una hora, se afiade un
exceso de maleimida para paralizar la reacciéon y bloquear cualesquiera grupos tiol del anticuerpo que no han
reaccionado. La mezcla de reacciéon se concentra mediante ultracentrifugacion, y el anticuerpo conjugado con la
toxina se purifica y se desala mediante elucion a través de resina G25 en PBS, se filtra a través de filtros de 0,2 m
en condiciones estériles, y se congela para el almacenamiento.

Ademas, una cisteina libre en un anticuerpo de eleccién se puede modificar mediante el reactivo de bis-maleinido
BM(PEOQO)4 (Pierce Chemical), dejando un grupo maleinido sin reaccionar sobre la superficie del anticuerpo. Esto se
puede lograr disolviendo BM(PEO)4 en una mezcla al 50% de etanol/agua hasta una concentracion de 10 mM, y
afiadiendo un exceso molar de diez veces a una disolucion que contiene el anticuerpo en disolucién salina
tamponada con fosfato a una concentracion de aproximadamente 1,6 mg/ml (10 micromolar), y permitiéndolo
reaccionar durante 1 hora. EI BM(PEO)4 en exceso se elimina mediante filtracion en gel en tampon de 30 mM de
citrato, pH 6 con 150 mM de NaCl. Se disuelve un exceso molar de aproximadamente vez de DM1 en dimetil
acetamida (DMA), y se afiade al intermedio de anticuerpo-BMPEO. La dimetilformamida (DMF) también se puede
emplear para disolver el reactivo del resto farmacéutico. La mezcla de reaccién se permite reaccionar toda la noche
antes de la filtracion en gel o dialisis en PBS para eliminar el farmaco sin reaccionar. La filtracion en gel en columnas
S200 en PBS se usa para eliminar agregados de peso molecular elevado, y lograr un conjugado de anticuerpo-
BMPEO-DM1 purificado.

EJEMPLO 7: Ensayos de exterminio celular in vitro

Las células de mamifero que expresan una ruta de sefializacion de hedgehog activa se pueden obtener usando un
vector de expresion y técnicas de clonacion estandar. Como alternativa, muchas extirpes de células tumorales que
expresan activamente una ruta de sefalizacion de hedgehog estan publicamente disponibles, por ejemplo mediante
la ATCC, y se pueden identificar normalmente usando analisis de ELISA o FACS estandar. Entonces se pueden
emplear anticuerpos monoclonales anti-polipéptidos de la ruta de hedgehog (y sus derivados conjugados con
toxinas) en ensayos para determinar la capacidad del anticuerpo para exterminar la célula in vitro que expresa una
ruta de sefalizacion de hedgehog activa.

Con respecto especifico a la presente invencion, un extirpe celular derivada de PC3, que expresa de forma estable
el polipéptido de hedgehog cinasa sobre su superficie celular (denominada aqui PC3-gD-MDP), se puede manipular
mediante ingenieria usando técnicas estandar, y la expresion del polipéptido de hedgehog cinasa mediante las
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células the PC3-gD-MDP se puede confirmar usando clasificacion celular FACS, analisis de ELISA y de
inmunohistoquimica estandar. La capacidad de un anticuerpo monoclonal anti-hedgehog cinasa conjugado a MMAE
para provocar la muerte de las células que expresan la hedgehog cinasa respectivas se puede determinar usando
un ensayo de exterminio celular in vitro empleando el siguiente protocolo (Promega Corp. Technical Bulletin TB288;
Mendoza et al (2002) Cancer Res. 62:5485-5488):

1. Una alicuota de 50 pl de cultivo celular que contiene alrededor de 10* células (células PC3-gD-MDP o
células PC3 sin transfectar, que no expresan hedgehog cinasa) en medio de crecimiento se deposita en
cada pocillo de una placa de 96 pocillos, de paredes opacas. Se montan pocillos de control adicionales, que
contienen 50 ul de medio de crecimiento sin células.

2. El anticuerpo conjugado con MMAE anti-hedgehog cinasa, o un anticuerpo monoclonal de control
conjugado a MMAE que no se une a hedgehog cinasa, se afiade a cada pocillo en un volumen de 50 pl y
diversas concentraciones que oscilan desde 0,001 a 100 pg/ml, y las placas se incuban a 37°C y 5% CO-
durante 2-5 dias.

3. Las placas se equilibran hasta la temperatura ambiente durante aproximadamente 30 minutos.

4. Se afiade un volumen del reactivo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo de Promega Corp. igual al
volumen de medio de cultivo celular, y las placas se agitan durante dos minutos en un agitador orbital, para
inducir la lisis celular.

5. Las placas se incuban a temperatura ambiente durante 10 minutos, para estabilizar la sefal de
luminiscencia.

6. La luminiscencia se registra en un lumindémetro con el programa de Tropix Winglow, y se da como RLU =
unidades de luminiscencia relativas.

Los resultados obtenidos del ensayo descrito anteriormente pueden demostrar que el anticuerpo de hedgehog
cinasa-MMAE es capaz de inducir la muerte de células que expresan el polipéptido de hedgehog cinasa
correspondiente de una manera dependiente del anticuerpo. Esto es, ni hedgehog cinasa-MMAE ni el control
conjugado a MMAE pueden inducir muerte significativa de células PC3 sin transfectar a una concentracion de
anticuerpo de 1 ug/ml e inferior. A concentraciones de anticuerpo por encima de 1 ug/ml, la cantidad de muerte de
células PC3 sin transfectar puede aumentar linealmente con la concentracién del anticuerpo de una manera
independiente del anticuerpo. Por lo tanto, parece que la muerte de las células PC3 sin transfectar a
concentraciones de anticuerpo por encima de 1 pg/ml es un resultado no especifico de los niveles crecientes de la
toxina MMAE presente en la mezcla de reaccién, y no es una funciéon de la especificidad de unién del anticuerpo
empleado.

Con respecto a las células PC3-gD-MDP que expresan de forma estable el polipéptido de hedgehog cinasa, sin
embargo, mientras que el control conjugado con MMAE induce muerte celular con un patrén que es idéntico a la
capacidad del anticuerpo para exterminar células PC3 sin transfectar, la hedgehog cinasa-MMAE inducira un
exterminio celular significativo a concentraciones de anticuerpo significativamente por debajo de este nivel (por
efemplo, tan bajas como 0,001 ug/ml). De hecho, a una concentracion de anticuerpo de 1 pg/ml (a la que el
anticuerpo de control conjugado con MMAE especifico para cinasa no hedgehog no muestra exterminio celular
significativo), virtualmente todas las células PC3-gD-MDP seran exterminadas por hedgehog-MMAE. Como tal,
dichos datos demostraran que los anticuerpos monoclonales especificos de hedgehog cinasa se unen al polipéptido
de hedgehog cinasa a medida que es expresado en la superficie de las células, y es capaz de inducir la muerte de
aquellas células a las que se une.

EJEMPLO 8: Ensayo de exterminio de células tumorales in vivo

Para ensayar la eficacia de anticuerpos monoclonales anti-polipéptido de hedgehog cinasa conjugados o no
conjugados con toxina para determinar la capacidad para inducir la muerte de células tumorales in vivo, se puede
emplear el siguiente protocolo.

Inoculese a un grupo de ratones atimicos con 5 x 10° de las células promotoras de tumores que expresan el
polipéptido de hedgehog cinasa, subcutaneamente en el flanco. Cuando los tumores alcanzan un volumen medio
tumoral entre 100-200 mm?®, los ratones se agrupan por igual en 5 grupos y se tratan segun lo siguiente:

Grupo 1 - vehiculo de control de PBS, administrado una vez por semana durante 4 semanas;
Grupo 2 - anticuerpo de control no especifico, administrado a 1 mg/kg, una vez por semana durante 4 semanas;
Grupo 3 - anticuerpo de control no especifico, administrado a 3 mg/kg, una vez por semana durante 4 semanas;

Grupo 4 - anticuerpo especifico anti-polipéptido de hedgehog cinasa, administrado a 1 mg/kg, una vez por
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semana durante 4 semanas;

Grupo 5 - anticuerpo especifico anti-polipéptido de hedgehog cinasa, administrado a 3 mg/kg, una vez por
semana durante 4 semanas;

El volumen medio tumoral se puede determinar entonces en los ratones de cada grupo de tratamiento a intervalos
periodicos, y se puede determinar la eficacia de los anticuerpos.

EJEMPLO 9: Uso de hedgehog cinasa como sonda de hibridacion

El siguiente método describe el uso de una secuencia nucleotidica que codifica polipéptido de hedgehog cinasa
como una sonda de hibridacion para, es decir, el diagnéstico de la presencia de un tumor en un mamifero.

También se puede emplear ADN, que comprende la secuencia codificante del polipéptido de hedgehog cinasa de
longitud completa o maduro como se describe aqui, como una sonda para cribar ADN homodlogos (tales como
aquellos que codifican variantes de origen natural de hedgehog cinasa) en librerias de ADNc de tejidos humanos o
genotecas de tejidos humanos.

La hibridacién y lavado de los filtros que contienen cualquiera de los ADN de las librerias se lleva a cabo en las
siguientes condiciones de restriccion elevada. La hibridacion de la sonda de hedgehog cinasa marcada
radiactivamente a los filtros se lleva a cabo en una disolucion de 50% de formamida, 5x SSC, 0,1% de SDS, 0,1% de
pirofosfato de sodio, 50 mM de fosfato de sodio, pH 6,8, 2x de disolucién de Denhardt y 10% de sulfato de dextrano,
a 42°C durante 20 horas. El lavado de los filtros se lleva a cabo en una disoluciéon acuosa de 0,1x SSC y 0,1% de
SDS a 42°C.

Los ADN que tienen una identidad de secuencia deseada con el ADN que codifica el polipéptido de hedgehog cinasa
de secuencia nativa de longitud completa se pueden identificar entonces usando técnicas estandar conocidas en la
técnica.

EJEMPLO 10: Expresion de hedgehog cinasa en E. coli

Este ejemplo ilustra la preparacion de una forma no glucosilada de hedgehog cinasa mediante expresion
recombinante en E. coli.

La secuencia de ADN que codifica las secuencias del polipéptido de hedgehog cinasa anteriores se amplifica
inicialmente usando cebadores de PCR seleccionados. Los cebadores deberian contener sitios de enzimas de
restriccion que corresponden a los sitios de enzimas de restriccidn en el vector de expresion seleccionado. Se puede
emplear una variedad de vectores de expresion. Un ejemplo de un vector adecuado es pBR322 (derivado de E. colj
véase Bolivar et al., Gene, 2:95 (1977)), que contiene genes para resistencia a ampicilina y tetraciclina. El vector se
digiere con enzima de restriccion y se desfosforila. Las secuencias amplificadas mediante PCR se ligan entonces en
el vector. El vector incluird preferiblemente secuencias que codifican un gen de resistencia a antibiéticos, un
promotor trp, un lider polihis (que incluye los primeros seis codones STII, secuencia polihis, y sitio de escision de
enterocinasa), la region codificante de hedgehog cinasa, el terminador transcripcional lambda, y un gen argU.

La mezcla de ligamiento se usé entonces para transformar una cepa seleccionada de E. coli usando los métodos
descritos en Sambrook et al., mas arriba. Los transformantes se identificaron por su capacidad para crecer en placas
de LB, y entonces se seleccionaron colonias resistentes a antibioticos. EI ADN plasmidico se puede aislar y
confirmar mediante analisis de restriccion y secuenciacion de ADN.

Los clones seleccionados se pueden hacer crecer toda la noche en medio de cultivo liquido, tal como caldo LB
suplementado con antibioticos. El cultivo nocturno se puede usar subsiguientemente para inocular un cultivo a
escala mas grande. Las células se hacen crecer entonces hasta una densidad o6ptica deseada, durante la cual se
enciende el promotor de expresion.

Tras cultivar las células durante varias horas mas, las células se pueden cosechar mediante centrifugacion. El pelete
celular obtenido mediante la centrifugacion se puede solubilizar usando diversos agentes conocidos en la técnica, y
el polipéptido de hedgehog cinasa solubilizado se puede purificar entonces usando una columna quelante de metal
en condiciones que permiten la unién fuerte de la proteina.

Las secuencias del polipéptido de hedgehog cinasa anteriores se pueden expresar en E. coli en una forma
etiqguetada con poli-His, usando el siguiente procedimiento. EI ADN que codifica hedgehog cinasa se amplifica
inicialmente usando cebadores de PCR seleccionados. Los cebadores contendran sitios de enzimas de restriccion
que corresponden a los sitios de enzimas de restriccion en el vector de expresion seleccionado, y otras secuencias
utiles que proporcionan la iniciacion eficiente y fiable de la traduccion, la purificacion rapida en una columna de
quelacion de metal, y la eliminacion proteolitica con enterocinasa. Las secuencias etiquetadas con poli-His,
amplificadas mediante PCR, se ligan entonces en un vector de expresion, que se usa para transformar un
hospedante de E. coli basada en la cepa 52 (W3110 fuhA (tonA) lon galE rpoHts(htpRts) clpP(laclg). Los
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transformantes se hacen crecer en primer lugar en LB que contiene 50 mg/ml de carbenicilina a 30°C con agitacion,
hasta que se alcanza una 0.D.600 de 3-5. Los cultivos se diluyen entonces 50-100 veces en medio CRAP
(preparado mezclando 3,57 g de (NH4)2SO4, 0,71 g de citrato de sodio-2H»0, 1,07 g de KCI, 5,36 g de extracto de
levadura Difco, 5,36 g de Sheffield hicasa SF en 500 ml de agua, asi como 110 mM de MPQOS, pH 7,3, 0,55% (p/v)
de glucosa y 7 mM de MgSOy) y se hicieron crecer durante aproximadamente 20-30 horas a 30°C con agitacion. Las
muestras se retiraron para verificar la expresion mediante analisis de SDS-PAGE, y el cultivo en bruto se centrifugd
para peletizar las células. Los peletes celulares se congelan hasta la purificacion y replegamiento.

La pasta de E. coli de fermentaciones de 0,5 a 1 | (peletes de 6-10 g) se resuspende en 10 voliumenes (p/v) en 7 M
de guanidina, 20 mM de tampon Tris, pH 8. Se afiaden sulfito de sodio soélido y tetrationato de sodio hasta obtener
concentraciones finales de 0,1 M y 0,02 M, respectivamente, y la disolucién se agita toda la noche a 4°C. Esta etapa
da como resultado una proteina desnaturalizada con todos los restos de cisteina bloqueados mediante
sulfitolizacion. La disolucion se centrifugé a 40.000 rpm en una ultracentrifugadora Beckman, durante 30 min. El
sobrenadante se diluye con 3-5 volimenes de tampdn de columna de quelato de metal (6 M de guanidina, 20 mM de
Tris, pH 7,4), y se filtr6 a través de filtros de 0,22 micrometros para su aclaracion. El extracto aclarado se cargd en
una columna de quelato de metal Ni-NTA de Qiagen de 5 ml equilibrada en el tampdn de columna de quelato de
metal. La columna se lavd con tampon adicional que contiene 50 mM de imidazol (carbiochem, grado utrol), pH 7,4.
La proteina se eluye con tampén que contiene 250 mM de imidazol. Las fracciones que contienen la proteina
deseada se retinen y se almacenan a 4°C. La concentracion de proteina se estima mediante su absorbancia a 280
nm usando el coeficiente de extincion calculado basandose en su secuencia de aminoacidos.

Las proteinas se repliegan diluyendo lentamente la muestra en tampdn de replegamiento recientemente preparado
que consiste: en 20 mM de Tris, pH 8,6, 0,3 M de NaCl, 2,5 M de urea, 5 mM de cisteina, 20 mM de glicinay 1 mM
de EDTA. Los volumenes de replegamiento se escogen de manera que la concentracion final de proteina esta entre
50 y 100 microgramos/ml. La disolucion de replegamiento se agita suavemente a 4°C durante 12-36 horas. La
reaccion de replegamiento se paraliza mediante adicion de TFA hasta una concentracion final de 0,4% (pH de
aproximadamente 3). Antes de la purificacion posterior de la proteina, la disolucion se filtra a través de un filtro de
0,22 micrometros, y se afiade acetonitrilo hasta una concentracion final de 2-10%. La proteina replegada se
cromatografia en una columna de fase inversa Poros R1/H usando un tampon mévil de 0,1% de TFA con elucién
con un gradiente de acetonitrilo de 10 a 80%. Alicuotas de fracciones con absorbancia A280 se analizan en geles de
poliacrilamida con SDS, vy las fracciones que contienen proteina replegada homogénea se reunen. Generalmente,
las especies apropiadamente replegadas de la mayoria de las proteinas se eluyen a las concentraciones mas bajas
de acetonitrilo, puesto que esas especies son las mas compactas con sus interiores hidréfobos blindados de la
interaccion con la resina de fase inversa. Las especies agregadas se eluyen habitualmente a concentraciones de
acetonitrilo mas altas. Ademas de resolver las formas de proteinas incorrectamente plegadas de la forma deseada,
la etapa de fase inversa también elimina endotoxina de las muestras.

Las fracciones que contienen la proteina plegada deseada se reunen, y el acetonitrilo se elimina usando una
corriente suave de nitrogeno dirigida a la disolucion. Las proteinas se formulan en 20 mM de Hepes, pH 6,8 con 0,14
M de cloruro de sodio y 4% de manitol mediante dialisis o mediante filtracién en gel usando resinas G25 Superfine
(Phannacia) equilibradas en el tampon de formulacion vy filtradas de forma estéril.

EJEMPLO 11: Expresion de polipéptido de hedgehog cinasa en células de mamifero

Este ejemplo ilustra la preparacion de una forma potencialmente glucosilada de polipéptido de hedgehog cinasa
mediante expresion recombinante en células de mamifero.

Como vector de expresion, se emplea el vector pRK5 (véase el documento EP 307. 247, publicado el 15 de marzo
de 1989). Opcionalmente, el ADN que codifica los polipéptidos de hedgehog cinasa descritos aqui se liga en pRK5
con enzimas de restriccion seleccionadas para permitir la insercion de tal ADN usando métodos de ligamiento tales
como se describen en Sambrook et al., mas arriba. El vector resultante se denomina HK-DNA.

En una realizacion, las células prosperantes seleccionadas pueden ser células 293. Se hacen crecer células 293
humanas (ATCC CCL 1573) hasta confluencia en placas de cultivo tisular en medio tal como DMEM suplementado
con suero fetal de ternera, y opcionalmente componentes nutrientes y/o antibiéticos. Se mezclan alrededor de 10 ug
de pRK5-HK DNA con alrededor de 1 ug de ADN que codifica el gen de VA RNA [Thimmappaya et al., Cell, 31:543
(1982)], y se disuelve en 500 ul de 1 mM de Tris-HCI, 0,1 mM de EDTA, 0,227 M de CaCl,. A esta mezcla se afadio,
gota a gota, 500 ul de 50 mM de HEPES (pH 7,35), 280 mM de NaCl, 1,5 mM de NaPO, y se dejé que se formase
un precipitado durante 10 minutos a 25°C. El precipitado se suspendié y se afadié a las células 293, y se dejo
sedimentar durante alrededor de cuatro horas a 37°C. El medio de cultivo se separoé por aspiracion, y se afiadieron 2
ml de 20% de glicerol en PBS durante 30 segundos. Las células 293 se lavaron entonces con medio libre de suero,
se afiadié medio reciente, y las células se incubaron durante alrededor de cinco dias.

Aproximadamente 24 horas después de las transfecciones, el medio de cultivo se elimind y se sustituyd por medio
de cultivo (s6lo) o medio de cultivo que contiene 200 uCi/ml de **S-cisteina y 200 pCi/ml de **S-metionina. Después
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de una incubacion de 12 horas, el medio acondicionado se recogid, se concentré en un filtro giratorio, y se cargd en
gel con SDS al 15%. El gel procesado se puede secar y exponer a pelicula durante un periodo seleccionado de
tiempo para revelar la presencia de los polipéptidos de hedgehog cinasa. Los cultivos que contienen células
transfectadas pueden sufrir incubacion adicional (en medio libre de suero), y el medio se ensaya en bioensayos
seleccionados.

En una técnica alternativa, el ADN que codifica los polipéptidos de hedgehog cinasa se puede introducir
transitoriamente en células 293 usando el método de sulfato de dextrano descrito por Somparyrac et al., Proc. Natl.
Acad. Sci., 12:7575 (1981). Se hicieron crecer células 293 hasta densidad maxima en un matraz de centrifugacion, y
se afadieron 700 pg de pRK5-HK DNA. Las células se concentraron primero a partir del matraz de centrifugacion
mediante centrifugacion, y se lavaron con PBS. El precipitado de ADN-dextrano se incubd en el pelete celular
durante 4 horas. Las células se trataron con 20% de glicerol durante 90 segundos, se lavaron con medio de cultivo
tisular, y se volvieron a introducir en el matraz de centrifugacion que contiene medio de cultivo tisular, 5 pg/ml de
insulina bovina y 0,1 pug/ml de transferrina bovina. Después de alrededor de cuatro dias, los medios acondicionados
se centrifugaron y se filtraron para eliminar células y desecho. La muestra que contiene hedgehog cinasa expresada
se puede concentrar entonces y purificar mediante cualquier método seleccionado, tal como dialisis y/o
cromatografia en columna.

En otra realizacion, el polipéptido de hedgehog cinasa se puede expresar en células CHO. El pRK5-HK se puede
transfectar en células CHO usando reactivos conocidos tales como CaPO., o DEAE-dextrano. Como se describe
anteriormente, los cultivos celulares se pueden |ncubar y el medio se puede sustituir por medio de cultivo (sélo) o
medio que contiene un radiomarcador tal como %5-metionina. Después de determinar la presencia de la hedgehog
cinasa, el medio de cultivo se puede sustituir por medio libre de suero. Preferiblemente, los cultivos se incuban
durante alrededor de 6 dias, y después se cosecha el medio acondicionado. El medio que contiene el polipéptido de
hedgehog cinasa expresado se puede concentrar entonces y purificar mediante cualquier método seleccionado.

El polipéptido de hedgehog cinasa etiquetado con epitopo también se puede expresar en células hospedantes CHO.
La secuencia que codifica la porcion de hedgehog cinasa se puede subclonar fuera del vector pRK5. El inserto del
subclon puede sufrir una PCR para fusionarse en el marco con una etiqueta epitdpica seleccionada, tal como una
etiqueta poli-his en un vector de expresion de baculovirus. Este inserto de hedgehog cinasa etiquetado con poli-his
se puede subclonar entonces en un vector conducido por SV40 que contiene un marcador de seleccion, tal como
DHFR, para la seleccion de clones estables. Finalmente, las células CHO se pueden transfectar (como se describe
anteriormente) con el vector conducido por SV40. El marcaje se puede llevar a cabo, como se describe
anteriormente, para verificar la expresion. El medio de cultivo que contiene la hedgehog cinasa etiquetada con poli-
His expresada se puede concentrar entonces y purificar mediante cualquier método seleccionado, tal como mediante
cromatografia de afinidad de Ni**-quelato.

El polipéptido de hedgehog cinasa también se puede expresar en células CHO y/o COS mediante un procedimiento
de expresion transitoria, o en células CHO mediante otro procedimiento de expresion estable.

La expresion estable en células CHO se lleva a cabo usando el siguiente procedimiento. Las proteinas se expresan
como un constructo de IgG (inmunoadhesina), en el que las secuencias codificantes para las formas solubles (por
efemplo dominios extracelulares) de las proteinas respectivas se fusionan a una secuencia de region constante de
IgGl que contiene la bisagra, dominios CH2 y CH2 y/o es una forma etiquetada con poli-His.

Tras la amplificacion mediante PCR, los ADN respectivos se subclonan en un vector de expresiéon de CHO usando
técnicas estandar como se describe en Ausubel et al., Current Protocols of Molecular Biology, unidad 3.16, John
Wiley and Sons (1997). Los vectores de expresion de CHO se construyen para tener sitios de restriccion
compatibles 5’ y 3’ del ADN de interés para permitir el lanzamiento conveniente del ADNc. El vector de expresion
usado en células CHO es como se describe en Lucas et al., Nucl. Acids Res. 24:9 (1774-1779 (1996), y usa el
promotor temprano/potenciador de SV40 para conducir la expresion del ADNc de interés y dihidrofolato reductasa
(DHFR). La expresion de DHFR permite la seleccion para el mantenimiento estable del plasmido después de la
transfeccion.

Se introducen 12 microgramos del ADN plasmidico deseado en aproximadamente 10 millones de células CHO
usando reactivos de transfeccion comercialmente disponibles SUPERFECT® (Quiagen), DOSPER® o FUGENE®
(Boehringer, Mannheim). Las células se hacen crecer como se describe en Lucas et al., mas arriba. Se congelan
aproximadamente 3 x 107 células en una ampolla para el crecimiento y produccion posterior como se describe mas
abajo.

Las ampollas que contienen el ADN plasmidico se descongelan colocandolas en un bafio de agua, y se mezclan
mediante vortice. Los contenidos se pipetean en un tubo de centrifugadora que contiene 10 ml de medios, y se
centrifuga a 1000 rpm durante 5 minutos. El sobrenanante se aspira, y las células se resuspenden en 10 ml de
medio selectivo (PS20 filtrado con filtro de 0,2 um con 5% de suero fetal bovino diafiltrado con filtro 0,2 um). Las
células se dividen entonces en alicuotas en un molinillo de 100 ml que contiene 90 ml de medio selectivo. Después
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de 1-2 dias, las células se transfieren a un molinillo de 250 ml lleno con 150 ml de medio de crecimiento selectivo, %
se incuban a 37°C. Después de otros 2-3 dias, los molinillos de 250 ml, 500 ml y 2000 ml se siembran con 3 x 10
células/ml. El medio celular se intercambia con medio reciente mediante centrifugacion y resuspension en medio de
produccion. Aunque se puede emplear cualquier medio de CHO adecuado, actualmente se puede usar un medio de
produccion descrito en la patente U.S. n° 5.122.469, expedida el 16 de junio de 1992. Un molinillo de produccién de
3| se siembraa 1,2 x 10° células/ml. En el dia 0, se determina el pH y el numero celular. En el dia 1, el molinillo se
muestrea y se comienza el rociado con aire filtrado. En el dia 2, el molinillo se muestrea, la temperatura se desplaza
hasta 33°C, y se toman 300 ml de glucosa 500 g/l y 0,6 ml de 10% de antiespumante (por ejemplo, emulsion al 35%
de polidimetilsiloxano, emulsién de grado médico Dow Corning 365). Durante la produccion, el pH se ajusta segun
sea necesario para mantenerlo a alrededor de 7,2. Después de 10 dias, o hasta que la viabilidad cayd por debajo de
70%, el cultivo celular se cosecha mediante centrifugacion y se filtra a través de un filtro de 0,22 um. El filtrado se
almaceno a 4°C, o se cargd inmediatamente en columnas para purificacion.

Para los constructos etiquetados con poli-his, las proteinas se purifican usando una columna Ni-NTA (Qiagen). Antes
de la purificacion, se afiade imidazol al medio acondicionado, hasta una concentracién de 5 mM. El medio
acondicionado se bombea sobre una columna de Ni-NTA de 6 ml equilibrada en tampén de Hepes 20 mM, pH 7,4,
que contiene 0,3 M de NaCl y 5 mM de imidazol a un caudal de 4-5 ml/min a 4°C. Después de cargarla, la columna
se lava con tampdn de equilibrado adicional, y la proteina se eluye con tampdén de equilibrado que contiene 0,25 M
de imidazol. La proteina altamente purificada de desala subsiguientemente en un tampén de almacenamiento que
contiene 10 mM de Hepes, 0,14 M de NaCl y 4% de manitol, pH 6,8, con una columna de 25 ml G25 superfine
(Pharmacia), y se almacené a -80°C.

Los constructos (que contienen Fc) de inmunoadhesina se purifican a partir de los medios acondicionados segun lo
siguiente. El medio acondicionado se bombea en una columna de Proteina A de 5 ml (Pharmacia) que se ha
equilibrado en tampon de fosfato de Na 20 mM, pH 6,8. Después de cargarla, la columna se lava extensamente con
tampon de equilibrado antes de la elucién con 100 mM de acido citrico, pH 3,5. La proteina eluida se neutraliza
inmediatamente recogiendo fracciones de 1 ml en tubos que contienen 275 ul de tampdn Tris 1 M, pH 9. La proteina
altamente purificada se desala subsiguientemente en tampén de almacenamiento como se describe anteriormente
para las proteinas etiquetadas con poli-His. La homogeneidad se evalua mediante geles de poliacrilamida con SDS y
mediante secuenciacion de aminoacidos N-terminales mediante degradacion de Edman.

EJEMPLO 12: Expresion de hedgehog cinasa en levadura
El siguiente método describe la expresion recombinante de polipéptido de hedgehog cinasa en levadura.

En primer lugar, se construyeron vectores de expresion de levadura para la produccion o secrecion intracelular de
las secuencias de hedgehog cinasa anteriores a partir del promotor ADH2/GAPDH. ElI ADN que codifica tales
secuencias de hedgehog cinasa y el promotor se insertan en sitios de enzimas de restriccion adecuados en el
plasmido seleccionado, para dirigir la expresion intracelular de hedgehog cinasa. Para la secrecion, el ADN que
codifica tales secuencias de hedgehog cinasa se puede clonar en el plasmido seleccionado, junto con ADN que
codifica el promotor ADH2/GAPDH, un péptido sefial de hedgehog cinasa nativo u otro péptido sefial de mamifero,
0, por ejemplo, una secuencia sefial/lider secretora de factor alfa de levadura o invertasa, y secuencias ligadoras (si
es necesario) para la expresion de hedgehog cinasa.

Las células de levadura, tales como la cepa AB110 de levadura, se pueden transformar entonces con los plasmidos
de expresion descritos anteriormente y se pueden cultivar en medios de fermentacion seleccionados. Los
sobrenanantes de levadura transformados se pueden analizar mediante precipitacion con acido tricloroacético al
10% y separacion mediante SDS-PAGE, seguido de la tincion de los geles con tinte de Azul de Coomassie.

La hedgehog cinasa recombinante se puede aislar y purificar subsiguientemente eliminando las células de levadura
del medio de fermentacion mediante centrifugacion, y concentrando después el medio usando filtros de cartucho
seleccionados. El concentrado que contiene hedgehog cinasa se puede purificar adicionalmente usando resinas de
cromatografia en columna seleccionadas.

EJEMPLO 13: Expresion de hedgehog cinasa en células de insecto infectadas con baculovirus

El siguiente método describe la expresion recombinante del polipéptido de hedgehog cinasa en células de insecto
infectadas con baculovirus.

La secuencia que codifica la secuencia de hedgehog cinasa anterior se fusiona en direccion 5’ de una etiqueta
epitopica contenida en un vector de expresion de baculovirus. Tales etiquetas epitopicas incluyen etiquetas de poli-
his y etiquetas inmunoglobulinicas (como regiones Fc de IgG). Se puede emplear una variedad de plasmidos,
incluyendo plasmidos derivados de plasmidos comercialmente disponibles tales como Pvl 1393 (Novagen). De forma
breve, la secuencia que codifica la secuencia de hedgehog cinasa anterior o la porciéon deseada de la secuencia
codificante de tal, por ejemplo la secuencia que codifica un dominio extracelular de una proteina transmembranica o
la secuencia que codifica la proteina madura si la proteina es extracelular, se amplifica mediante PCR con
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cebadores complementarios a las regiones 5’ y 3’. El cebador de 5’ puede incorporar sitios de enzimas de restriccion
(seleccionadas) de flanqueo. El producto se digiere entonces con aquellas enzimas de restriccion seleccionadas y se
subclona en el vector de expresion.

El baculovirus recombinante se genera cotransfectando el plasmido anterior y ADN de virus BACULOGOLD™
(Pharmingen) en células de Spodoptera frugiperda (“Sf9”) (ATCC CRL 1711) usando lipofectina (comercialmente
disponible de GIBCO-BRL). Después de 4-5 dias de incubacion a 28°C, los virus liberados se cosechan y se usan
para amplificaciones posteriores. La infeccion virica y la expresion proteica se llevan a cabo como se describe por
O’'Reilley et al., Baculovirus expression vectors: A Laboratory Manual, Oxford: Oxford University Press (1994).

El polipéptido de hedgehog cinasa etiquetado con poli-his expresado se puede purificar entonces, por ejemplo,
mediante cromatografia de afinidad de quelato de Ni%* segun lo siguiente. Los extractos se preparan a partir de
células Sf9 infectadas con virus recombinante como se describe mediante Rupert et al., Nature, 362:175-179 (1993).
De forma breve, las células Sf9 se lavan, se resuspenden en tampdn de ultrasonidos (25 ml de Hepes, pH 7,9; 12,5
mM de MgCly; 0,1 mM de EDTA; 10% de glicerol; 0,1% de NP-40; 0,4 M de KCIl), y se sometieron a ultrasonidos dos
veces durante 20 segundos en hielo. Los sonicados se clarifican mediante centrifugacion, y el sobrenadante se
diluye 50 veces en tampodn de carga (50 mM de fosfato, 300 mM de NaCl, 10% de glicerol, pH 7,8) y se filtra a través
de un filtro de 0,45 um. Se preparé una columna de agarosa de Ni**-NTA (comercialmente disponible de Qiagen)
con un volumen de lecho de 5 ml, se lavd con 25 ml de agua y se equilibré con 25 ml de tampdn de carga. El
extracto celular filtrado se cargd en la columna a 0,5 ml por minuto. La columna se lavé hasta Axgo inicial con tampén
de carga, en cuyo punto se comenzo la recogida de las fracciones. A continuacion, la columna se lavé con un
tampodn de lavado secundario (50 mM de fosfato; 300 mM de NaCl, 10% de glicerol, pH 6,0), que eluye proteina no
unida especificamente. Después de alcanzar nuevamente el valor inicial de Azsp, la columna se desarrollé con un
gradiente de imidazol de 0 a 500 mM en el tampon de lavado secundario. Se recogieron fracciones de 1 ml y se
analizaron mediante SDS-PAGE vy tincidn con plata o transferencia Western con Ni**-NAT conjugado a fosfatasa
alcalina (Qiagen). Las fracciones que contienen el polipéptido de hedgehog cinasa eluido etiquetado con His1o se
reunieron y se dializaron frente a tampdn de carga.

Como alternativa, la purificacion del polipéptido de hedgehog cinasa etiquetado con IgG (o etiquetado con Fc) se
puede llevar a cabo usando técnicas de cromatografia, incluyendo, por ejemplo, cromatografia en columna de
Proteina A o proteina G.

EJEMPLO 14: Purificacion de polipéptido de hedgehog cinasa usando anticuerpos especificos.

Los polipéptidos de hedgehog cinasa nativos o recombinantes se pueden purificar mediante una variedad de
técnicas estandar en la técnica de purificacion de proteinas. Por ejemplo, las variantes pro-, maduras o pre-
polipeptidicas de las secuencias de hedgehog cinasa anteriores se purifican mediante cromatografia de
inmunoafinidad usando anticuerpos especificos para tales secuencias. En general, una columna de inmunoafinidad
se construye acoplando covalentemente el anticuerpo anti-hedgehog cinasa a una resina cromatografica activada.

Las inmunoglobulinas policlonales se preparan a partir de sueros inmunitarios mediante precipitacion con sulfato de
amonio o mediante purificacion en Proteina A inmovilizada Phannacia LKB Biotechnology, Piscataway, N.J.).
Igualmente, los anticuerpos monoclonales se preparan a partir de liquido ascitico de raton mediante precipitacion
con sulfato de amonio o cromatografia en Proteina A inmovilizada. La inmunoglobulina parcialmente purificada se
une covalentemente a una resina cromatografica tal como SEPHAROSE™ activada con CnBr (Phannacia LKB
Biotechnology). El anticuerpo se acopla a la resina, la resina se bloquea, y la resina derivada se lava segun las
instrucciones del fabricante.

Tal columna de afinidad se utiliza en la purificacion de las secuencias de hedgehog cinasa anteriores preparando
una fraccion de células que contienen tales secuencias en forma soluble. Esta preparacién se deriva mediante
solubilizacion de la célula completa o de una fraccion subcelular obtenida via centrifugacion diferencial mediante
adicion de detergente o mediante otros métodos bien conocidos en la técnica. Como alternativa, el polipéptido de
hedgehog cinasa soluble que contiene una secuencia sefial se puede segregar en cantidad util en el medio en el que
se hacen crecer las células.

Una preparacion que contiene polipéptido de hedgehog cinasa soluble se hace pasar a lo largo de la columna de
inmunoafinidad, y la columna se lava en condiciones que permitan la adsorbancia preferencial de tales secuencias
(por ejemplo, tampones de fuerza iénica elevada en presencia de detergente). Después, la columna se eluye en
condiciones que interrumpen la union entre el anticuerpo/sustrato (por ejemplo, un tampén de pH bajo tal como
aproximadamente pH 2-3, o una concentracion elevada de cadtropo, tal como urea o ion tiocioanato), y se recoge el
polipéptido de hedgehog cinasa, respectivamente.
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REIVINDICACIONES

1. El uso de un antagonista de hedgehog cinasa CSNK1A1, GYK o PRKRA para la fabricacion de un medicamento
para tratar o prevenir un trastorno proliferativo celular, un tumor en un mamifero y/o cancer, en el que el antagonista
de hedgehog cinasa CSNK1A1, GYK o PRKRA es una molécula de ARNi.

2. El uso de la reivindicacion 1, en el que antagonista de hedgehog cinasa es el antagonista de hedgehog cinasa
GYK.

3. El uso de la reivindicacion 2, en el que antagonista de hedgehog cinasa es el antagonista de hedgehog cinasa
PRKRA.

4. El uso de la reivindicaciéon 1, en el que el polipéptido de CSNK1A1, GYK o PRKRA, que es inhibido por el
antagonista de CSNK1A1, GYK o PRKRA, respectivamente, comprende la secuencia de la Figura 1B, 1C o 1G,
respectivamente.

5. El uso de la reivindicacion 1, en el que el antagonista de hedgehog cinasa CSNK1A1, GYK o PRKRA, se conjuga
a un agente inhibidor del crecimiento o a un agente citotoxico.

6. Un método in vitro para diagnosticar la presencia de un trastorno proliferativo celular, que comprende comparar el
nivel de expresion de un gen que codifica un polipéptido de hedgehog cinasa CSNK1A1, GYK o PRKRA: (a) en una
muestra de ensayo de tejido o células obtenida de dicho mamifero, y (b) en una muestra de control de tejido o
células no cancerosas normales del mismo origen o tipo tisular; en el que un mayor nivel de expresion del
polipéptido de CSNK1A1, GYK o PRKRA en la muestra de ensayo, en comparacion con la muestra de control, es
indicativo de la presencia de un trastorno proliferativo celular en el mamifero del que se obtiene la muestra de
ensayo.

7. Un método in vitro para modular la proliferacién, diferenciacion o supervivencia de células madre no
comprometidas en cultivo, que comprende poner en contacto tales células con una cantidad efectiva de un
antagonista de hedgehog cinasa CSNK1A1, GYK o PRKRA.

8. El uso de la reivindicacion 5, en el que el agente inhibidor del crecimiento o agente citotoxico se selecciona del
grupo que consiste en: un maitansinoide, una calecheamicina, un antibidtico, un isétopo radioactivo, una enzima
nucleolitica.
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Proteina CDC2L1 de ratoén:

MGDEEDSWKVKTLDE ILQEKKRRKEQEEKAETKRLRKNSDDRDSKRDSLEEGELRDHRMEITIRN
SPYRREDSMEDRGEEDDSLAIKPPOOMSREKEKAHHRKDEKRKEKRRHRSHSAEGGKHARVKEKE
REHERRKRHREEQDKARREWERQKRREMAREHSRRERDRLEQLERKRERERKLREQQKEQREQK
ERERRAEERRKEREARREVSAHHRTMREEY SDKGKVGHWSRSEPLRPPRERFEMGDNREPVKEEK
VEERDLLSDLODISDSERKTSSAESSSAFRSGSGSEEEEEEEEEEEEEEGSTSEESEEEEEEEEE
EEEEETGSNSEEASEQSAEEVSDEEMSEDEDRENENHILVVPESRFDRDSGDSEEGEEEVGEGT
POSSAPTEGDYVPDSPALSPIELRKOELPRKYLPALQGCRSVEEFQCLNRIEEGTYGVVYRAKDKK
TDEIVALKRLKMEKEKEGFPITSLREINTILKAGHPNIVTVREIVVGSNMDKIYIVMNYVEHDL
KSLMETMRQPFLPGEVKTLMIOLLSGVKHLHDNWILHRDLKTSNLLLSBAGILKVGDFGLAREY
GSPLKAYTPVVVTLWYRAPELLLGAREYSTAVDMWSVGC IFGELLTORPLFPGKSDIDQINKIF
KDLGTPSERIWPGYNDLPAVKKMTF SEYPYNNLREKRFGALLSDOGFDEMNEFLTYYPGRRINAE
DGLKHEYFRETPLPIDPSMFPTWPAKSEQQRVKRGTSPRPPEGGLGYSQLGDDDLKETGFHLTT

TNQGASAAGPGFSLKFE
FIG. 1A

Proteina CSNK1a1 de ratén:

MASSEGSKAETF IVGGRYKLVRKIGSGSFGDIYLAINITNGEEVAVKLESQRKARHPOLLYESKLY
KILOGGVGIPHIRWYGQEKDYNVLVMDLLGPSLEDLFNFCSRRFTMKTVLMLADOMISRIEYVH
TENFIERDIKPDNFLMGIGRHCNKLFLIDFGLARKKYRDNRTROQHIPYREDENLTGTARYASINA
HLGIEQSRRDDME SLGYVLMYFNRTSLPWOGLKAATKKQKYERISERKKMSTPVEVLCKGFPAEF
AMYLNYCRGLRFEEAPDYMYLRQLFRILFRTLNHOYDYTFDWIMLKOKAAQOAASSSGRGOOAQTPTGF

FIG. 1B

Proteina GYK de ratén:

MAARAKKAVLGPLVGAVDOGTSSTRFLVFNSKTAELLSHHOVEIRKQEFPREGWVEQDPEKETILQSV
YECIEKTCERLGOLNIDISNIKAIGVSNORETTVVHWDKVTGEPLYNAVVWLDLRTOSTVENLSK
RIPGNNNFVKSKTGLPLSTYFSAVKLRWLLDNVREVQEAVEENRALFGTIDSWLIWSLTGGIHG
GVHCTDVTNASRTMLFNIHSLEWDKELCEFFGIPMEILPNVRSSSEIYGLMKAGALEGVPISGC
LGDOSAALVGOMCFODGOARNTYGTGCFLLCNTGHKCVFSEHGLLTTVAYKLGRDEPVYYALEG
SVAIARGAVIRWLRDNLGIIKSSEEIEKLAKEVGTSYGCYFVPAFSGLYAPYWEPSARGIICGLT
OF TNKCHIAFAALEAVCFQOTREILDAMNRDCGIPLSHLOVDGGMTSNKILMQLQADILYIPVVK
PSMPETTALGAAMAAGRAEGVGVWSLEPEDLSAVTMERFEPQINAEESEIRYSTWKKAVMESIG

WVTTQSPESGIP
FIG. 1C
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Proteina NEK1 de ratén:

MEKYVRLOKIGEGSFGKAVLVKSTEDGREYVIKEINISRMSDKERQESRREVAVLANMKHPNIV
OYKESFEENGSLYIVMDYCEGGDLFKRINAQKGALFQEDQILDWFVQOICLALKHVHDRKILHRD
IKSONIFLTKDGTVQLGDFGIARVLNSTVELARTCIGTPYYLSPEICENRPYNNKSDIWALGCV
LYELCTLRKHAFEAGNMKNLVLEIISGSFPPVSPHYSYDLRSLLSQLFKRNPRDRPSVNSILEKG
FIARKRIEKFLSPOLIAEEFCLETLSKFGPQPLPGKRPASGOGVSSFVPAQKITKPAAKYGVPLT
YKRYGDKKLLEKKPPPRHRQAHQIPVKRKMNSGEERKKMSEEAAKKRRLEFIEKEKKQKDQIRFL
KAEQMKROEKQRLERINRAREQGWRNVLRAGGSGEVKASFFGIGGAVSPSPCSPRGOYEHYHAL
FDOMORLPAEDNEARWKGGIYGRWLPERCKGHLAVERANQVEEFLORKREAMONKARAEGHVGL
LONLASLYGGRPSSSRGGKPRNNEEEVYLARLROIRLONFNERQOTIKAKLRGENKEADGTKGQOE
ATEETDMRLKKMESLKAQTNARAAVLKEQLERKRKEAYEREKKVWEEHLVARVKSSDVPLPLEL
LETGGSPSKQQVKPVISVTSALKEVGLDGSLTDTOEEEMEKSNSAISSKREILRRLNENLKAQE
DEKERQHHSGSCETVGHKDEREYETENAI SSDRKKWEMGGQLVIPLDAVTLDTSFSATEKHTVG
EVIKLDSHGSPRRKVWGKNPTDSVLKILGEAELQLOTELLENTSFKSEVYAEEENYRKPLLTEEEN
LOCISKEINPSATVDSTETKSPKFTEVSPOMSEGNVEEPDDLETEVLOEPSSTHTDGSLPPVLN
DVWTREKEAARETELEDKVAVQOQSEVCEDRIPGNVDQSCEKDQRDPAVDDSPOSGCDVEKSVQPE
SIFORVVHSKDLNLVQAVHCSPEEPIPIRSHSDSPPKTKSKNSLLIGLSTGLFDANNPRMLRTC
SLPDLSKLFRTLMDVPTVGDVHODSLEI DELEDEPIKEGPSDSEDTVFEETDTDLQELQASMEQ
LLREQPGDEYSEEEESVLKSSDVEQTARGTDAPDEEDNPSSESALNEEWHSDNSDAETTSECEY
DSVFNHLEELRLHLEQEMGFEKFFEVYEKVKATHEDEDENIEICSTIVENTLGNEHQHLYAKTIL

HLVMADGAYQEDNDE
FiG. 1D

Proteina PLK1 de raton:

MNAVAEKAGKLARAPTDLGRGGVLGDAAPSAPVAAPLAREILEVLVDPRSRROY IRGRFLGKGGF
AKCFEISDARDTKEVFAGKIVPKSLLLEKPHOREKMSMEISTHRSLAHQHVVGFRDFFEDSDFVFV
VLELCRRRSLLELHKRRKALTEPEARYYLROQIVLGCOYLHRNOVIHRDLELGNLFLNEDLEVKI
GDFGLATKVEYEGERKKTLCGTPNYIAPEVLSKKGHSFEVDVWS IGCIMYTLLVGKPPFETSCL
KETYLRIKKNEYSIPKHINPVAASLIQKMLOTDPTARPTIHELLNDEFFTSGYIPARLEFITCLT
IPPRFSIAPSSLDPSSREKPLKVLNKGVENPLPDRPREKEEPVVRETNEAIECHLSDLLOQLTSV
KASEKPSERGLVRQEEAEDPACIPIFWVSKWVDY SOKYGLGYQLCDNSVGVLEFNDSTRLILYNDG
BSLOYIERDGTESYLTVSSHPNSLMKKITLLNYFRNYMSEHLLKAGRNITPREGDELARLFYLR
THFRTRSAIILHLSNGTVOINFFQDHTKLILCPLMAAVTYINEKKDFOTYRLSLLEEYGCCKEL
ASRLRYARTMVDKLLSSRSASNRLKAS

FiG. 1E

Proteina PRKAR1A de raton:

MASGSMATSEEERSLRECELYVOKHNIQALLKDSIVOLCTTRPERPMAFLREYFERLEKEEARQ
IGCLOKTGIRTDSREDEISPPPPNPVVKGRRRRGAISAEVYTEEDAASYVRKVIPKDYETMAATL
ARATERNVLFSHLDDNERSDIFDAMFPVSFIAGETVIQOGDEGDNFYVIDOGEMDVYVRNEWAT
SVGEGGSFGELALIYGTPRAATVHEAKTNVKLWGIDRDSYRRILMGSTLRKREMYEEFPLSKVSIL
ESLDKWERLTVADALEFPVQFEDGQKIVVOGEPGDEFFIILEGTARVLORRSENEEFVEVGRLGP
SDYFGEIALLMNRPRAATVVARGPLKCVELDRPRFERVLGPCSDILKRNIQGYNSFVSLSV

FiG. 1F
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Proteina PRKRA de ratén:

MSHSRHRAEAPPLOREDSGTFSLGKMITAKPGKTPIQVLHEYGMKTKNIPVYECERSDVQVHVP
TFTFRVTVGDITCTGEGTSKKLAKHRAAFEAAINILKANASICFAVPDPLMPDP SKOPRNQLNPI
GELOELATHHGWRLPEYTLSQEGGPAHKREYTTICRLESFMETGKGASKKQAKRNAREKFLAKF
SNISPENHISLTNVVGHSLGCTWHSLRNSPGERINLLKRSLLSLPNTDYIQLLSEIASEQGFNT
TYLDIEELSANGQYOCLAELSTSPITVCHGSGISCGNAQSDAAHNALOYLKIIAERK

FIG. 1G

Proteina TTBK2 de raton:

MGLANRRHRLGTCSPISTRGGENCKTGKIKCLLRETHSWLRREIGNRLNGIHPWELDACVAVLP
HOGFAMSGGGEQPDILSVGILVKERWKVLRKIGGGGFGETYDALDMLTRENVALEVESAGQOPRO
VLEMEVAVLKKLOGKDHVCRFIGCGRNDRFNYVVMOLOGRNLADLRRSOSRGTFTISTTLRLGK
QILESIESTHSVGFLHERDIKPSNFAMGRFPSTCREKCFMLDFGLARQFITNSCGDVRPPRAVAGFR
GTVRYASINAHRNREMGRHDDEWSLFYMLVEFVVGQLPWRKIKDKEQVGE IKERYDHRLMLKHL
PPEFSTFLDHISSLDYFTKPDYQOLLTSVFDNSIKTFGVIESDPFDWERSGTDGSLTTTTTSATP
QLHTRLTPAAIGIANATPIPGDLLRENTDEVFPDEQLSDGENGIPVGVSPDRKLPGSLGHPRPQE
KDVHEEMDINKNKIKLGICKAATEEENSHGOVNGILNAPSLGSPIRVRSEITQOPDRDVPLVRKL
RSIHSFELEKRLTLEPKPDTDEFLETCMEKMOKDSSAGKEPVPPALPHKPCVPVVTHTDHIWHY
DDEYLPDASKPASANTPEQADGGGSNGF IAVNLSSCKQEVDSKEWVIVDKEQDLODFRTNEVLG
HKTTGSPSDEEPEVLOVLEGSPODERIQVGPWTDNHHLEKES SGVVLALSAECPATAASELYTD
RLDLOAGAASQFITVIPTSPMEAQAEGPLTAITIPRPEVASTOSTSGSFHYGPOQPEKKDLOPLE
PTVELYSFRENFSGLVVTEGELASGGSRVDLGLOIDHTGHDMLPNMRDGDTSODLGPKDPPDHN
RLAVKEFEHLPGETEERSLLLGSENEDERLSKGOHCIEVS SPGELVTAERAQLAATEPLHVSET
ONCSVLPNODKTHE IMKLLAVGTSEISPQATDPHAEGQIGOMAAMOKNKLFEDDGIQSESLPRQ
QGDLSAFLHOEGKRERVVPRNGELYHCVSENERGPPTRKDMLRSSFVTRHSRIPVLAQEIDSTF
ESESATSAKEKLLOKRAYOPEIVRLLVERKROFKSFLGDLSSASDEL IEEKLAAVPVPFSEEEVF
APFSRLAADSHLSRSVEDRSFLSPIISQARKSKIPRPVSWVSTDOINGSASPOFLPRPPPGKPPV
RPGVEARLRRYKVLGSSNSDSDLEPSRLAQTILONGSOKSRSTTOCKSPGSPHNPKTPPRKSPVVPR
REPSACSPRSESLPRTSSESPSRAGRPHHDORSSSPHLGRSKEPPSHSGSSSSRRESCOQERCKPS
KNGPRGSGSLHBHSTSSKTPPGKSKPASKLSR

FIG. 1H

Proteina TTK de ratén:

MEAEELIGSSVTIDSIMSKMRDIKNKINEDCTDELSLSKICADHTETVNQIMRVGNTPENWLNT
LLKLEKNSSPLNDDLLNKLIGRYSQAIEVLPPDEYGONESFARIQVRLAELKAIQEPDDARDYF
CHARERCERKFAFVHVSFAQFELSQGNLRESEQLLHRKAVETGAVPLOMLETAMRNLILOKRQLLY
EEDKKSVSASTVLSAQEPFSSSLGNVONRSISCESRGOQAGAARVLYGENLPPODAEVRHONPFK
QTHAAKRSCPFGRVPVNLLNSPDFYVKTDSSAVTOLTTRLALSSVPLPYVTCLLHLOLLALAGL
AKGSGPDRDAILPGSRPRGSDSYELRGLKPIQTIYLKDSLVSNEKSSELMSDLIALKSKTDSSL
TELEETKPEIAERRPMOWOSTREPECVFONPAAFAPLROIVPDVTPKADKESPPISVPEWLDPKS
ACETPSSSSLDDYMKCFRKTPVVKNDFPPACPSSTPYSQLARLOQCOGOGLSTPLQSLOTISGSSS
INECISVNGRIYSILKQIGSGGSSKVFOVLNEKKOINATKYVNLEDADSOTIESYRNEIAFLNY
LOQHSDKITRLYDYEITEQY IYMVMECGNIDLNSWLEKKKS INPWERKSYWEKNMLEAVRITHOH
GIVHSDLKPANFVIVDCGMLKLIDFGIANQMOPDTTSIVRDSOVGTVNYMAPEATIRDMSSSRENS
KIRTKVSPRSDVWELGCILYYMTYGRTPFQHI INOVSKLHAIINPAHEIEFPEISEKDLRDVLK
CCLVRRNPKERISIPELLTHPYVOIQPHPGSOMARGATDEMKYVLGOLVGLNSPNSILKTAKTLY
ERYNCGEGQDSS5S5KTFDEKRERK
FIG. 1]
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1621
1681
1741
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1981
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2181
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234

atgggtgaty
azacgaagga
cgcgattcca
acaatcagga
gattcteotygy
aaagacgaga
catgecagag
caagataaag
tecagaagag
ctgagggage
cgeecgecaaay
gagtacagtyg
gagegetittg
gacttgttgt
tcttcatcag
gaagaagaad
g&ggaagaadg
gtcagtgaty
gttccagagt
ggtgaaggoa
gcactgtcac
tgcaguagty
gictacagag
gagaaggaga
geccageace
atctacattyg
cagcecttec
cacctecatyg
catgctggea
aaggcctaca
gctaaggaat
ctgacacaga
aaggacctag
angaagatga
ttatcagate
atcaacgcag
ccateccatyt
agtecacgygc
gagacgggct
agcctcaagt
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ADN de CDC2L1 de raton:

aaaaggacte
aagaacaags
aaagggatte
actcaccata
ccatcaaacce
aaagaaaaga
tgaaagagaa
ctegaaggga
agagggaccg
agcagaagda
ajagagaagc
ataaggaggaa
agatgggaga
cagacciceca
cagaatcagg
aagggagcac
aggagactgg
aggaaatgag
cacgatttga
ctcecacagag
ctattgagct
tagagdagtt

caaaggacaa

aggaaggett
ccaacateqgt
tgatgeacts
tgccagggga
acaattggat
ttctezagygt
ctccagitgt
actccacagce
aacctetgtt
gtactcetag
ccttcagega
aaggctttga
aagatggecet
tecceacgtg
ctecectgaggyg
teccacctcac
teiga

ttggaaaqgty
ggagaaagca
ccttgaggag
tagaagagag
accccagcaa
gaaacgtcga
agaaaggdag
gtgggazaga
cctggageaq
gcagcegggag
gcgtagggaa
ggttggecac
caaccggaag
agacatcagt
ctcaggttct
cagtgaagaa
gagcaactct
tgaagatgaa
ccgagatict
cagtgeccce
aaaacaagaa
tecagtgtety
gazaacagat
cceaatecacg
cacegteagy
cgtggaacat
ggtgaagacc
cctacaccgt
gggcgacttt
tgtaaccctyg
tgtggacatg
cccigggaag
tgagaaaatce
gtatcectat
tectecatgaac
caagcacgaa
gceigocaag
cggectggge
caccaccaac

aaaacgttag
gagataaaac
ggggagetga
gattctatqgg
atgtctegga
catcgtagec
cacgaacgeco
cagaagagga
ttagaaagga
cageaggagce
gtctctgecac
tggageccgea
ccagtaaaag
gacagcdadga
gaagaggagg
tcagaggaaqg
gaggaggcct
gacagagaaa
ggggacagty
accgaagaag
ctgcccaaat
aacaggattg
gaaattgtgy
tcgetgaggg
gaaattgttg
gaccicaaga
ctgatgatic
gacctgaaga
gggetggetc
tggtategtg
tggtcggtag
tcagatatig
tggectgget
aacaacclcc
aagticctga
tattteccgag
agtgagcage
tacageccagc
cagggagcct

FIG. 2A
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atgaaattet
gcttaaaaaa
gagatcaccg
aagacagqagy
aagazaaggc
attcagcaga
ggaaacgcea
gggaaatgge
agagggagced
gggaacggad
atcaccgtac
geectetgag
aagagaadgt
ggaaaaccag
aggadgaaga
aagagjaaga
ctgaacagtc
acgagaacca
aagaagggga
actatgttce
acctgccagce
aagaaggcac
ctctygaageg
aaatcaacac
tgggaagtaa
gecctaatgua
agctgctgag
cctctaacct
gggagtatgy
cceccagaact
gctgeatatt
atcagattaza
aztaatgacct
gcaagagatt
catactacce
agactecect
agagagtgaa
tgggtgatca
cagctgcagg

ccaggaaaag
ttctgatgac
aatggagate
agaggaggat
tecatecacaga
gggagggaaa
ccgagaagaa
gagagaacat.
ggagcgcaag
ggcagaggag
catgagggadg
gccaccaaga
ggaagagaga
ctcagetgag
agyaagaggaa
agaagaggayg
cgcagaagaa
catcttggtt
ggaagaagtt
tgactctcca
cctgcaggge
ctatggggtg
gttaaagatyg
catccicaag
tatggacaay
gaccatgaay
tggggtaaag
cecigetgage
ttcaccceeta
actgcttgagt
tggagaactyg
caagatittc
ccecagecgte
tgggactrtg
tggcaggagg
ccecategac
gcgaggeacyg
tgacctgaag
ccectggeotte
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atggcgagea
cggaagatcyg
gaggaagtgg
agcaaactgt
ceagaaaaag
ttcaacttct
atcaglagaa
aacttcctaa
gocaaaaagt
ctecactggea
cgagatgaca
tggecaaggac
atgtecacte
aattactgtce
ttecgeates
ttaaagcaga
accecccacayg

at.ggcageeg
agctcgacac
gtagaaataa
ctgcagtetyg
gatattteca
gacaaggtca
tctactgttg
acaggectte
gtgaaaaagg
tggcttattt
aatgcaagca
gaattttityg
gacctaatga
tetgotgett
acagggtgcet

ctgacaaccg

teegtggeta
tectetgagg
gtteccageat
tgtggactca
tgittccaaa
catttacagy
attctgtata
atggcagetyg
getgteacaa
tccacatgga
agtggtatcce
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ADN de CSNK1A1 de ratén:

gcagecggete
gatctagcete
cagtgaaact
ataagattct
actataatgt
gttcaaggad
ttgaatatgt
tgggtattyg
acagagacaa
ctgccegata
tggaatcttt
tgaaggctgce
ctgttgaggt
gtgggetgeyg
ttitecaggac
aagcagceca
gtttctaa

cgaagaaagc
gtitittggt
aacaggaatt
tttatgagtg
ascatcaaage
caggagagec
agaaccttag
cacttagcac
tccaagagge
ggagtttaac
ggacgatget
gaattccaat
aagctgggge
tggtgggaca
tcttattatyg
tagcatataa
tagetggtge
azaatigaaaa
tittcagggtt
ctcagttcac
cccgagagat
tagatggagg
ttecagtagt
gggctgcaga
tggagcggit
agaaagctgt
cataa

caaggccgaa
tttegygggac
agaatcccag
tcaaggtggg
actagtecatg
gttcactatg
gcatacaaag
gegtcactgt
caggacaagg
cgccagcate
aggatatgtt
aacaaagaaa
gttgtgtaayg
ctttgaggaa
cctgaaccac
gcaggcagcc

tttategtey
atttatctag
aaggccaggce
gttggecatee
gatcteetygy
aagaccgtac
aattttatac
aataagttat
caacacatac
aatqgcacatc
ttgatgtatt
Caaaaatatg
gggittectyg
getceggatt
caatatgact
tcttccagtyg

FIG. 2B

ADN de GYK de ratén:

agttctgggg
titcaattca
cccaagagaa
tatagagazaa
cattggigte
tctetataat
taaaagaatt
gtatttcagt
tgttgaagaa
aggaggaate
ttttaacatt
ggaaattctt
cttggaaggt
aatgtygctte
caacacgggc
actiggcaga
tgtaatcecge
acttgctaay
atatgcgect
caataaatgt
tttggatgee
aatgaccage
gaaaccctec
g93ggtiggt
tgaacctcag
gatgaagtca
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ccattygtgy
aadacagetg
ggatgggtag
acgtgtgaga
agcaaccaga
gccgtggtgt
ccaggaaata
gcagtgaaac
aatagagetc
catggqygty
cattctttgg
cccaacgtic
gtaccaatat
caggatggac
cataagtgt

gacaaaccrg
tggctaagag
gaagtaggta
tattgggage
catatcgectt
atgaatcycy

aataaaattc

atgcctgaca
gtgtggagte
atcaatgetg
attggttggg

FIG. 2C

gtggaaaata
cgatcaacat
atccccagtt
ctcacatacg
gacccagect
ttatgttage
acagagacat
tecttattga
catacagaga
ttagtattga
ttaatagaac
aaaagattag
cagaatttge
acatgtateot
acacattiga
ggcagggtca

gagcagtgga
sacttcttag
aacaagacce
aacttggaca
gggeaaaccac
ggctigacct
ataacttigt
ttegttgget
tttttgggac
tococactgtac
aatgggataa
ggagttette
ctgogtgttt
aggccasaaa
tattttetga
tgtattatgc
acaacettgyg
cttettatygg
ccagtgcaag
ttgetgeact
actgtggaat
ttatgeaget
-caactgcact
ttgaacctga
aagaaageda
ttacaactea

caaactggtg
caccaatggce
gctgtacgag
gtggtatggg
tgaagaccte
tgaccagatg
taaaccagat
ttttggtttyg
agataaaaac
gcagagtcgce
cagtctgeeg
tgaaaagaag
catgtactta
gagdgcagcta
ttggacgatyg
gcaggcccaa

ccagggtacce
tcatcatcaa
gaaggaaatt
gctcaatatt
agtagtctgg
aagaacccag
caagtccaayg
ccttgacaac
cattgattca
agatgtaaca
agagctctge
tgagatctat
gagggaccag
cacgtatyga
acatggectc
gttggaaggt
aattattaag
ctgctactte
agggatcatc
agaagctgtt
tecactecagt
acaagcagac
aggcgctgec
ggatttgtca
aatecgttac
gtctecagaa



61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
13431
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1922
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
521
2581
2641
2701
2761
2821

atggagaagt
gttaaatcga
tctgataaag
ccaaatattg
gattactgtg
caagaagacc
gatagaaaaa
acagtgcagc
cgaacttgca
aacaataaaa
catgcatttg
cctecagtgt
agaaatccta
cgaatcgaaa
tcaaagtttg
tettetgtee
+ataagaaqt
gcceatcaaa
gaagcagcaa
attaggttce
aatagggcca
aaggcttect
cagtatgaac
gaagcaagat
ttagctgtag
cagaataaag
ggaggcaggce
ttggecaagac
aaacttcgtg
actgacatga
gtactaaaaq
tgggaagaac
cttgaaacag
gctttgaaaqg
aagagtaaca
daagctcaag
cacaaagatg
gagatqgggag
graacogaaa
aaagtctygg
cagctacaga
gagaactaca
aatccatcag
ccacaaatgt
gagccaagta
agagagaagyg
gaagtttgig
cctgecagtag
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atgtgagact
cagaggatgg
gaaggcaaga
tccaatataa
aaggaggtga
agattttgqga
ttettcaccey
ttggagattt
taggeactec
gtgacatttg
aagctggaza
cteccacatta
gggatagacc
agtttctctc
gaccacagec
ctgcotcagaa
atggagataa
ttcecegtgaa
zaaaaagaaqg
tgaaggctaga
gggaacaadg
tttttggecat
attaccatge
ggaa3ggygsy
agagagccaa
cccgagecga
ccagetette
tgaggcaaat
gtgagaataa
ggctcaaaaa
aacagctgga
tttggtgse
gtggtictee
aagtgggcecet
gatgctattte
aggatgaasa
agagagagta
gtcagettg:
aacatactgt
ggaaaaaccc
cagaactact
zacccttact
ctactgttca
cagaaggaaa
gcacacacac
aagcagctaa
aagatagaat
acgattctcc

ADN de NEK1 de ratén:

gcagaagatt
cagacattat
atcaaggaga
agaatcattt
tttgtttaaa
ctggtttgtyg
agacataaag
tggaattgct
atactacttg
ggctttggac
catgaaaaac
ctcectatgat
atcagtcaac
ccctocageott
teteccaggt
aatcacaaad
aaagttactt
gaaaatgaat
gttggaattt
gcagatgaag
atggaggaat
tggaggggct
catttttgac
aatctatggt
ccaagtggaa
aggacacgtg
fagaggaggg
aagactacaa
agaagctgat
gatggagtca
gcgaanaaga
gagggtaaaa
atcaaagcayg
ggatggaagt

aagtaagcga

ggaaaagcag
tgagacagaa
gattectete
gggagaggtt
tacagattct
agaaaacaca
tactgaagaa
ttctactgaa
tgtggeagaa
agatgggagt

gaaactgag
tecagggaac
gcagtctggce

ggagaaggtt
gtcatcaaqg
gaagttigety
gaagaaaatg
cgaataaatg
cagatatgtt
tcacageaca
cgagtteita
tcacctgaaa
tgtgtecttt
ctagtactga
ctccgecaget
tccatattgg
attgcagaag
aaaagaccag
ccltgctycta
gagaaaaaac
tctggagaag
attgagaaag
cggcaagagda
gttitaaggy
gtctetecat
caaatgcage
cgatggctce
gaaticctac
ggacteoctge
aagccaagda
aattttaatg
ggtaccaaag
cttaaggege
aaggaagctt
agctcagatg
caggtgaagce
ttaactgata
gaaatcctge
catcactcag
aatgccattt
gatgcagtga
attaaattag
gtgctgaaga
tcttttaaaa
gagaatctge
acgaaaagtc
cctgatgatt
ttgccacctg
ttggaagata
gtggaccaat
tgtgatatag

FIG. 2D-1
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cattiggaaa
aaattaacat
tattggcaaa
gctctctcta
ctcagaaagyg
tggctctgaa
tattictaac
atagtactgt
tctgigaaaa
atgagttgtg
agataatctc
tgctgtetea
agaaaggttt
aattttgtet
catcaggaca
aatacggagt
cagcccccaaa
aaaggaagaa
daaagaagca
agcagcegytt
ctggtggaay
caceqgtgtte
ggetaagage
cagaaaggca
agcgtaaacg
aaaacctggce
acaatgagqga
agcgecaaca
gacaagaagc
aaacaaatgce
atgadagaga
ttectectgee
ctgtcattte
cccaggaaga
gtaggctaaa
gtteortgtga
cctetgateg
cactggatac
attctaatygy
tacttggaga
gtgaggttta
agtgcatttc
caaagtttac
tggaaacaga
ttcttaatga
aggttgetgt
cctgtaagga
agaagtcagt

agctgtictt
ctcaagaatg
catgzagcat
catagtaatg
cgetetgtit
gcatgtacat
caaagatggg
agagctggct
caagccttat
tacacttaaa
cggatecttt
gttatttaaa
tatagctaaa
gaaaacactt
aggtygtcagt
gectttaaca
acataaacag
aatgtctgag
aaaggatcag
ggagaggata
cggtgaagta
tecetegagge
agaagatagt
aaaaggacac
agaagctatg
atctetgtat
agaggtttat
gattaaagcc
aactgaagag
gcgtgectget
saagaaagta
trtggaactt
tgtgacttca
agaaatggaa
tgaazatctt
gaccabtgge
caagaagtgg
atcettctet
ctctecaaga
agctgaatta
tgctgaagag
aaaagaaata
tgaggtgtet
agttctacaa
tgtgtggact
gcagcagagt
tcagagagat
acagccagaa



2881
2841
3001
3061
3121
3181
3241
3301
33e61
3421
3481
3541
3601
3661

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
120z
1261
1321
1381
1641
1501
1561
1621
1681
1742
1803

tcgattttec
tcaccagaag
aagaattecct
ctgaggacct
actgtggyggg
aaagaaggyge
gagcrtcagyg
gaggaagagt
ccagacgagy
aatagtgacg
gaactaagac
aaagtaaagg
gagaatattt
gcagatggag

atgaatgcag
ggggtcetgy
ctggaggtce
aaaggaggct
ggcaagatcyg
gagatctcaa
gaggacageg
ctgcacaaga
gtectggget
aacctcticc
gtggaatatyg
gaggtgctga
atgtatacct
¢cteeggatea
ctecatccaga
aatgacygagt
atcoccaccaa
aaagtcetca
cecggtggtec
ctgaccagtg
gaggatectg
tatggectig
cgectgatte
tecctatctea
tatticegea
gaaggcgacyg
atcatectge
cttatcotgt
acgtaccygcece
cgctacgecce
aaggectect
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agaaagtyggt
aaccaattec
tactgattaog
gcteacttec
acgttcatea
cttectgatte
ccteoaatgga
ctgttitaaa
aggacaacec

tgagaccac
ttcacttgga
ctattcatga
tgggcaatga
cctatcagga

tggccaaadgc
gagatgcadc
tagtggaccce
tcgecaaatyg
tgcctaagtc
ttcaccgeay
actttgtatt
ggaggaagge
gecagtacct
tgaacgagga
aaggggaacg
gcaagaaggg
tgctagtggy
agaazaatga
agatgcttea
tettecacttce
ggrttrcaat
ataaaggtgt
gggagacaaa
tcaacgecte
cctgcatecc
ggtatcaget
tctacaatga
cigtgagete
attacatgag
agctggcecccg
accteageaa
gececectgat
tgagecteet
gcaccatggt
a9

tcattctaayg
aattcgatet
actttcaact
agatctitee
agacagtett
cgaagacact
gcagectgett
aagcagcgat
cagcagcgaa
tagtgaatgt
gcaagaaatg
ggatgaagat
gcaccagcat
agataatgat

gacttgaact
cactctgatt
ggtctgtitg
aagctgtica
gazategatg
gtatttgaag
agggagcaac
gtggageaga
agegcecotga
gaatatgaca
ggctttaaaa
gaaaatattg
ctctatgeca
gaataa

FIG. 2D-2

ADN de PLK1 de ratén:

tggaaagctg
teeccagigee
acgcagecogs
cticgagatc
ttitgeotgete
cctadeacac
tgtagtittyg
actgaccgag
gcaccacaat
tctggaggtg
azagaagacc
acacagtttt
caagcctece
atacagtatt
gacagacccc
tggctacate
cgcteeccage
ggagaaccce
tguaggecatt
caageecteg
catettctgyg
gtgtgacaac
tggggacage
ccatcecaat
tgagcacctg
getgecetac
cggcaccqtg
ggcageggtg
ggaggagtat
agacaagcty

gctcgageac

cecagtggetg
cggcagtata
tcagacgcag
aagccecace
caacacygtoy
gagctetgte
cetgaggecce
caggtcatte
aaaatagggyg
ttgtgtggca
gaggtggatg
tttgagacct
cccaageaca
actgcccgcee
ccegeeegte
agccetggace
ctgcetgace
gagtgecace
gagegcyggge
gtcagecaagt
agtgtgaggyg
ctgecagtaca
tecttgatga
ctgaaggcayg
ctacgaacgt
cagattaact
acctacatca
ggctgcetgea
ctgagctege

FIG. 2E
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tagticagge
ctecaccaaa
atgcaaacaa
gaaccectaat
agctggazaga
aaactgacac
caggtgacga
cagcaagadaqg
acgaggaatg
gtgtctttaa
agttctttga
aaatttgttc
agattctgca

caaccgacct
ccceactgge
tacggggcceg
acacaaaaga
agaaggagaa
taggctteca
gcaggaggte
gctactacect
acagggacct
attttggett
ctectaacta
tgtggtecat
cgtgcctaaa
tcaacccagt
ccaccattca
tocctattac
ccagcagcag
gtccecggga
ttagtgactt
tggtgceggea
ggatggacta
tgetttttaa
tagagegtga
agaagatcac
gacgcaacat
ggttcegeac
tettecagga
acgegaagag
aggagctgge
gctcocgecag

agttcattge
gactaagagc
tccaaagatg
ggacgttece
tgaaccaatt
agatttacaa
atacagtgag
gacagatgec
gcactcagat
ccatttagaqg
ggtttatgag
aacaatagtt
tttagtcatg

cgggaaaggt
gaaagaaatt
ctttetggeot
ggtgtteogea
gatgtctatqg
tgactitttt
cotectggag
gcgacagata
caagctggge
ggcaaccaaa
catagctecet
tgggtgcatce
egagacctac
ggecgectece
cgagttgete
ctgeetcace
gaaacctecte
gaaagadgaa
gctacagcag
agaggagget
ticggacaag
tgactcaaca
tgycacyggag
tcteoctcaac
cacaceccydyg
acgcagecgece
ccacaccaaa
ggacttecaa
cagcegectc
caaccgecte



61
123
183
241
301
361
421
481
541
£01
661
721
781
843
90:
961
1021
1081
1141

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
§41
501

atggcygtety
tatgtgecaga
acgegygceeyg
gaggcaagac
gagatctcte
agtgctgaag
gattataaga
ctigatgata
Jggagagacgg
gaaatggatyg
ggagagctgy
gtgaaactgt
cgaaagagyga
aagtgggage
aagatcgtgg
gctgtgetge
tctgattatct
geccggggee
ccgtgectcag
gtctga

atgtcccata
tteagttigy
gagtacggca
gtacacgtge
ggtacgagta
gocaatgeaa
cogaagaace
cgacttcetg
acgatctgca
aagagaaatg
atttotctaa
tecectggtg
tacatccagce
atagaggagce
atcaccgigt
aatgectectge
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ADN de PRKAR1A de raton:

géagtatggc
agcacaatat
agaggeccat
agattcagig
ctegcaccece
tttacactga
caatggctge
acgagagaag
ttattcagea
tctatgtcaa
ctttgattta
ggggcatcga
agatgtatga
gtctcacagt
tgcaagygaga
agcgtcggte
ttggtgaaat
ctttgaagt

acatcctcaa

gcaggeateyg
gcaagatgat
tgaagaccaa
ccacttteac
agaegetgge
gtatttgett
agetgaatce
aatataccct
ggctigaatce
ctgctgagaa
cgaacgtggt
agaagatcaa
tgcttagtga
tgagtgccaa
gtecacggche
agtatttaaa

aaccagtgaqg
ccaggecetyg
ggcattectt
tctacagaaa
caatccagtg
ggaggatget
titagccaag
tgacattttt
aggtgatgaa
taatgaatag
tggaacacce
ccgagacag

agaattcett
agocgatgea
gecggygggat
agaaaacgaa
tgececetgetg
cgttaagtty
gcggaacate

gaagaucgga
ctgaaggact
cgggaatact
accggcateceo
gtgaagggcc
gcetectacg
gccatcgaaa
gatgctatgt
ggggataact
gcaaccagtyg
agagcagecsa
taccgaagaa
agtaaagtgt
ttggagccetyg
gagttettea
gaatttgttyg
atgaatcgtc
gaccggecte
cagcagtaca

FIG. 2F

ADN de PRKRA de ratén:

tgcegaggee
gacagctaag
gaacattecca

ttcagagta
gaagcacaga
tgcagttect
aattggctca
ttcccaggaa
attcatggaa
atttctcgee
tggacattec
ccicctgaaa
gattgccage
cdgacagtat
aggcatctece
gataatagca

cegecgctyge
cectgggaaaa
gtttatgaat
accgttggtyg
gcigcggagy
gaccecttaa
ttacaggaat
ggaggaccygyg
actggaaagg
aagtttagta
ctaggatgca
aggagcctec
gagcaaggct
cagtgtetey
tgtggcaatg
gaaagaaagdt

FIG. 2G
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gtcrtcecggga
ceategigea
ttgagaggtt
gtactgactce
gacggcgecg
ttagaaaggt
agaatgiget
ttecagtectce
tectatgigat
ttggggaagy
ctgtcazage
tecctcatggg
ctattttaga
tceagtitga
teattttaga
aagtgggacg
ctegggetge
ggtttgaacg
acagcttegt

agcgcgagga
caccgattca
gtgaaagate
acataacttyg
ccgecataaa
tgectgatec
tagcaattca
ctcataagag
gggcatcaaa
atatttctce
cttggcacte
tcagteotecce
ttaacataac
cagagetgte
cacagagtga
ag

atgcgaqcetc
getatgeact
ggagaaggag
gagggaggac
aggtgctatc
tattecaaaa
gttttcacac
ctttattact
tgatcaagga
agggagdcttt
aaagacaaac
aagcactctg
gtectetggac
agatggacag
gggcacaget
actgygggcct
cactgtggtt
cgtecttgge
gtceectgtce

cagegggace
ggtattgcac
cgatgtgcaa
cacaggtgaa
cattttgaaa
atccaaacag
ccatggctgg
ggaatacacc
aaaacaagcc
agagaaccac
cttgaggaat
gaacacagac
gtatttggat
caccagteet
cgectgctcac



atgygactag
ggagagaatt
agaagagaaa
getgttitac
agtgttggaa
tttggagaaa
gagtcagete
caagggaaag
gtggtcatge
acattcacta
atacatictg
ttcececagta
aattccigtg
tatgcatcaa
ttattctaca
aaggagcaayg
cctecagaat
gactaccagc
agtygacceygt
totgecacce
acceecatec
cttagtgaty
ctggggecacc
aagataaagce
aatggcatac
cagccagaca
gaaaaacgtt
gagaaaatge
aggccgtgiyg
cticctgatg
agcaacggat
tgggtgatty
cataagacaa
tcacctcaag
gaaagcicag
ctgtacacay
cccacaagtc
ccttctgtgy
aagaaagatc
teeggettag
ctteagatag
caagactitgg
catctoeety
aggttaagta
gagagggctce
gtgctaccaa
gaaatttcte
atgcagaaaa
cagggagace
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ccaaccgacyg
gtaaaaccgy
taggaaatag
ctcatcaggg
tectggtecaa
tttacgatge
agcagccaaa
accatgtttg
aattgcaggg
ttagcactac
tgggattccet
catgtaggaa
gtgacgtcag
tcaatgctca
tgttggtgga
taggetcceat
tcagcacctt
ttctaacate
ttgactggga
ctcagctgea
caggagactt
yggagaacgy
cacgeectcea
tgggaattty
tcaatgetee
gagatgttce
tgacacttga
agaaagattce
teoeceecgtegt
cctecaagee
ttatagetgt
tggacaaggda
ctggaageec
atgaaaagat
gtgtggtitt
ataggctaga
ccatggaggce
catcaacaca
ttecageectt
ttgtgacaga
atcacactqgqg
gaccaazaga
gagaaacaga
aagggcadca
agitagcige
atcaggacaa
ctcaagccat
ataagctatt
tetetgettt

ADN de TTBK2 de raton:

ccacaggctg
taagatcaag
gttaaatgga
ttttgcaatg
ageaagatgg
cttggacatyg
gcaggttctg
tagatttatt
acggaatcig
ccttegtett
tcacagagac
atgtttcaty
accacctegt
tcggaacagqg
gtttgtggtt
taaggagayga
tcttgaccat
cgtgtttgac
gaagagtgga
caccecgectg
gettegagaa
aatccctgtt
Jgaaaaggat
caaagcaget
aagccttagt
gttagtaaqgy
gccaaageea
cagtgcagga
gacccacact
tgcctctgee
taacitaagce
gcaagacctt
ttcagataag
ccaagtaggt
agcactttct
cetecagget
acaagcagaa
gtcaacttca
ggagcccact
gggtgaacta
tecatgacatg
ccetectgac
agagagaagc
ctgtattgaa
cacagaacct
aacccatgag
tgacccacat
taaagatgat
tttgcaccaa

ggaacgtget

tgectattga
atccaccctt
agtggaggag
aaagtgttaa
ctcaccadgg
aagatggagg
ggctgtggga
gcagatctce
gggaaacaga
atcaaaccgt
cttgattttyg
gctgtggeag
gaaatggdaa
ggccaactge
tatgaecaca
atttecctecte
aatagcatca
actgatggct
accechgetyg
aatacagatg
ggtgtatcac
gictgggaag
actgzagaag
tcaccaattce
aagctacgtt
gatactgaca
agagaacctyg
gaccacatet
aacacccogqg
tecttgcaaac
caggacttta
gagcecigaag
ccttugactg
gctygaatygee
ggagcigeaa
ggaccectga
ggaagcettite
gtagaactgt
gctageggag

tacccaaca
cataatagat
ctictictgg
gteteotteee
ctgcatgtat
ataatgaagc
gctgaagggce
ggtattcaga
gagggtaaga

FiG. 2H-1
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ctecaatcad
aagagactca
gggagctaga
gagagcagec
gaaagaityy
agaatgigge
ttgectgigtt
gaaatgatcey
gecgtageca
ttctggagte
caaactteygc
gcttggeteg
gettteqayy
gacatgatga
cttggagaaa
ggctoatgtt
tggattattit
agacctttgg
ccctgacaac
ctatcggaat
aagtgtitec
cagatzaatt
agatgyatat
azaatagcca
gtgtcegate
ctattcacag
agittectgga
teccecetge
ggcactatga
agcaggcaga
aggaggttga
ggacaaatga
tgcttecaggt
acaaccatca
ctgctactge
gtcagttcat

ctgcgattac

actatuqgcec
actctecaag
gaagecagagt
tgagagatgyg
tagctgtgaa
gcicagagaa
caggagagtt
cagagacaca
ttttgycagt
agataggeca
gtgaaagctt
gagagaaagt

caceccgegge
ctcttggeta
tgecctgtgta
agatatcecte
aggtggggge
gctgaaggtg
gaagaaactg
tttcaactac
atccegggge
tattgaaagc
catgggacgt
acaatttact
gacagticgt
cctittggtet
aataaadggac
aaaacaccte
tacaaaaccy
agtaattgag
caccagcacc
tgcaaatgee
agatgaacaqg
gceciggatct
caacaagaac
tggtcaagta
agagattact
ctittgagetg
gacctgcatg
tctgooteat
tgacgaatat
tagtggtgge
ttccaaagaa
ggotgttagge
cettgaggga
cttaaagaag
tgcttcagaa
cacagtgact
aattcctaga
acaaccagag
ggagaacttce
ggattiggga
tgacacatct
agaatttgaa
tgaagatgag
agtgactgca
gaactgtagt
tggaacttca
gatggeagea
gccaaguacag
tgtcectaga



2941
3001
30861
3121
3isg:
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
561
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

aatggagage
atgctecggt
gactcaactt
dgcctatcagc
ggagacctct
cctititetg
agtagatcag
attcecaagge
ttettgecte

cacagatata

caaattcttce
tetectcaca
gectetecte
cggeeccace
agecacteag
aagaatggec
¢ccagggaaga

atggaggctg
agagatatta
tgtgccgate
tggttgaatt
aataagetga
cagaatdaga
cctgatgatg
gtgcacgtat
cttetteata
cgtaacttac
gcatcgacag
aggagcatca
cacttgecte
getaaacggt
tatgtgaaga
gtacecttac
gcaaagggat
gattectatg

tgtccaatg
gattcaagtc
cagtggcagt
ctgecggcacy
cctaaatggc
tacatgaaat
tcaacacctt
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tctatcattyg
catcctttgt
ttgaatcate
cagaaztagt
caagtgcecte
aggaggaagt
ttgaagatag
cagtatcctyg
ggccaccace
aagttctagg
aaaatggatc
atccazaaac
gaagctcate
atgaccagag
gatcategte
caaaaggatc
gtaagcecaagc

aagagttaat
azaataagat
acaccgaaac
tettgetgaa
ttggteggta
getttgeteg
cccgtgacta
cttttgcaca
aagctgtaga
acctccagas
tactaagtgc
gctgtgagte
cacaagatgce
catgcecctt
cagatagectce
cgtacgtaac
caggaccaga
asctgagadd
azaaagagttc
fL.aacaaaatt
ctaccagaaa
ttccagatgt
ttgatccaaa
gttttaagac
acagccaget

tgtcteagag
gaccaggcac
ctetgetatt
cagacttctt
tgataagctg
cttegetece
ctttctgtca
ggtcageaca
aggaaageca
gagtagtaac
tcagaaatcc
accacccaag
cttgcctecga
gagttctice
ctecaggagy
tggeagecte
cagtaaactc

aatgagcatg
agecggatce
tectgcaaaag
gtagaaaaaa
atagaggaga
ttttctagac
cccatcatet
gatcaaatta
ccagtcaggce
tctgacteag
cggagtacta
agteccagtig
acatctagtt
ccacatctgg
tectygecaac
caccaccact
agcagatag

FIG. 2H-2

ADN de TTK de ratén:

tggcagcagt
aaatgaagac
tgitaaccaa
actagagaaa
tagtcaagey
aatacaagtg
cttccagatg
gtttgaactg
gactggggeg
aaagcagetd
ccaagagccy
cagaggacayg
cgaagtgagg
tggaagagtc
agctgtgaca
ctgecctectyg
cegagacgeg
tttaaagcecec
tgaacttatyg
ggaagaaact
gcecegagtgt
cacccegaag
gtectgctigt
tccagttgta
tgcecgecte

gtgacgattg
tgtactgatyg
attatgaggg
aacagctcac
attgaagtac
agacttgectg
gccadggdaaa
tctecaagaca
gtgecgetge
cttecggagg
ttetecaget
gctggggcag
catcaaaacc
ccagtcaate
cagttaacaa
cacttacagdc
attctgeceyg
attcaaacta
tctaattiaa
aagccagaga
gtgtteoccaga
gotgacaaag
gagacaccta
aagaatgact
cageageaac

FIG. 2I-1
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gtcectcctac
ctgttttage
aaaagcettet
ggcadgitcaa
aactagccge
tggcagcaga
cccaggctag
atggcteege
ctggagtaga
accttitete
cccaatgeaa
tacctegaag
cctcaccate
ggagaagcaa
aggagcattg
caaccagctc

atteccateat
agctaagctt
ttgggaacac
cictaaatga

tecctecaga
aactaaaage
actgcaagaa
atcttaaaaa
agatgetgga
aggacaagaa
cactiggaaa
ccagggtttt
cctteaagea

tcteaaacayg
caaggctagc
tgctggecget
gctecagace
tctatttgaa
tagcottaaa

tgcagqaaag
accectgetge
agtcaccace
gtagcagctc
ttccacctge
agcagcaggg

tcggaaggac
acaagaaata
acagaagaaa
gtctttecty
tgttccagte
tteeccacety
aaagagcaayg
ttcacectecag
agecaggcta
tegeetggee
gagcccagga
gagteccagt
tagggctgga
gtcacccect
caaacccagce
taaaacteec

gagcazaatg
gtctaaaatc
cccagagaac
cgatotttta
taaatacqgge
tattcaagag
gtitgctttt
aagtgagcay
gacggecatyg
gagtgtgtea
tgracagaat
atatggagag
gactcacgca
ceccagattte
ctiaagctct
cgcaggetta
acgtggcagt
agactetttg
gagtaaaaca
aaggcccatg
ctttgcacce
aatatcagtt
ctiggatgat
ctgtccatea
actcagcact



1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2451
"2521

cctettcaaa
ggaagaattt

gtattgaatyg

agecaaacta
agtgataaga
atggaatgtg
tgggaacgca
ggtattgtte
ctaattgatt
totcaggtig
agagaaaatt
tgcattttgt
tectaaactqge
agagatctte
atccctgage
gctaggggayg
cctaactccea
caagattctt
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gcttgcagat
attccatatt
agaaaaaaca
ttgagagecta
tcateegect
gaaacattga
agagctactg
atagtgatct
ttgggattge
gcacagttaa
cgaaaatcag
actacatgac
acgccataat
gagacgtgtt
ttctcacaca
ccactgatga
tctigaaaac
cgtcatccaa

ttecaggttet
aaagcagata
gataaacgct
cogeaacgay
ctatgattat
cctaaatagt
Jaaaaacatg
gaagcctact
aaaccaaatg
ctatatggec
gaccaaggta
ttatgggagg
caaccctget
aaagtgectgt
tcegtatgtt
aatgaaatat
tgcaaaaact
gacttttgac

tcatcaataa
ggcagiggag
atcaaatatg
atagegtttt
gaaatcaccg
tggcttaaaa

tggaggceag

aacttigtga

cagceadaca
ccagaagcaa
agteeccagaa
acgccatttic
catgagattg
ttagltgagga
caaattcage
gtgttgggte
ttgtatgaac
daaaaagagag

FIG. 2i-2

Proteina de CDC2L1 humana:

atgaatgcat
gttccagtaa
tgaacctaga
tgaacaaact
agcagtacat
agaaaaaatc
tacacataat
tagtggatgyg
caacaagcat
tragagacat
gtgatgtetg
agcacatcat
aatttcecga
accctaaaga
cecatecagy

aacttyttygy

gttataattg
azagaaagtg

ttcagttaac
ggtgtttcag
agacgccgat
acagcaacac
ctacatggta
catcaatcca
ccatcagecat
aatgctaaag
tgttaaagat
gtcttetica
gtcettgggyg
taatcaggte
gatttcggaa
gaggatatct
cagccaaatg
tectgaattct
tggtgaaggt
a

MGDERDSWEVKTLDEILOQEKKRRKEQEEKAETKRLEKNSDDRDSKRDSLERGELRDHCMEITIRN
SPYRREDSMEDRGEEDDSLAIKPPOOMSWKEKVHHRKDEXRREKCRHHSHSAEGGKHARVKERE
HERRKRHREEQDKARREWERQKRREMAREHSRRERDRLEQLERKRERERRMREQGKEQREQKER
ERRAEERRKEREARREVSAHHRTMREDY SDKVKASHWSRSPPRPPRERFELGDGREPVKEERME
ERDLLSDLODISDSERKTSSAESSSAESGSGSEEEEEEEEEEEREGS TSEESEEEREEEREETG
SNSEEASEQSAEEVSEEEMSEDEERENENHLLVVPESRFDRDSGESEEAEEEVGEGTPQSSALT
EGDYVPDSPALLPIELKQELPKYLPALQGCRSVEEFQCLNRIEEGTYGVVYRAKDKKTDEIVAL
KRLEKMEKEKEGFPITSLREINTILKZOHPNIVIVREIVVGSKMDKIYIVMNYVEHDLESLMETM
KOPFLPGEVRKTLMIOLLRGVKHLHDNWILHRDLKTSNLLLSHAGILKVGDFGLAREYGSPLKAY
TPVVVIOWYRAPELLLGAKEYSTAVDMWSVGCIFGELLTOKPLFPGNSEIDQINKVFKELGTPS
ERIWPGYSELPVVKKMTFSEHPYNNLRKRFGALLSDOGFDLMNKFLTYFPGRRI SAEDGLKHEY
FRETPLPIDPSMFPTWPAKSEQORVKRGTSPRPPEGGLGY SQLGDDDLKETGFHLTTTNQOGASA

AGPGESLKF FIG, :2ﬁ%

Proteina de CSNK1A1 humana:

MASSSGSKAEFIVGGKYELVREIGSGSFGDIYLATINTTNGEEVAVELESOKARHPOLLYESKLY
KILQGGVGIPHIRWYGOEKDY N VLVMDLLGPSLEDLFNFCSRRFTMEKTVLMLADOMISRIEYVH
TKNFIHRDIKPDNFLMGIGRHCNKLFLIDFGLAKKYRDNRTRQHIPYREDKNLTGTARYASINA
HLGIECSRRDDMESLGYVLMYFNRTSLPWOGCLKAATRRKQRKYEKI SEKEMSTPVEVLCRKGFPAEFR
AMYLNYCRGLRFEEAPDYMYLROQLFRILFRTLNHOYDYTFDWTMLROKAAGQAASSSGOGQOAQ

TPTGKOTDKTKSNMKGE
FIG. 3B
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Proteina de GYK humana:

MAASKKAVLGPLVGAVDQGTSSTRFLVFNSKTAELLSHHQVEIKQEFPREGWVEQDPKEILHSV
YECIEKTCERLGQLNIDISNIKAIGVSNQRETTVVWDKITGEPLYNAVVWLDLRTQSTVESLSK
RIPGNNNFVRSKTGLPLETYFSAVKLRWLLDNVREKVQRAVEEKRALFGTIDSWLIWSLTGGVNG
GVHCTDVTNASRTMLFNIHSLEWDKQLCEFFGIPMEILPNVRSSSEIYGLMKISHSVKAGALEG
VPISGCLGDOSAALVGOMCFOQIGOARKNTYGTGCFLLCNTGHKCVFSDHGLLTTVAYKLGRDKPV
YYALEGSVAIAGAVIRWLRDNLGIIKTSEEIEKLAKEVGTSYGCYFVPAFSGLYAPYWEPSARG
IICGLTOFITNKCHIAFTAALEAVCFQTREILDAMNRDCGIPLSHLOVDGGMTSNKILMOLOADIL
YIPVVKPSMPETTALGAAMAAGAAFGVGVWSLEPEDLSAVTMERFEPQINAEESEIRYSTWKRKA

VMESMGWVTTQSPESGIFP
FiG. 3C

Proteina de NEK1 humana:

MEKYVRLOKIGEGSFGKAILVEKSTEDGROQYVIKEINISRMSSKEREESRREVAVLANMKHPNIV
OYRESFEENGSLY IVMDYCEGGDLFEKRINAQKGVLFOQEDOILDWFVOICLALKHVHDRKILHRD
IKSONIFLTEDGTVQLGDFGIARVLNSTVELARTCIGTPYYLSPETICENKPYNNKEDIWALGCV
LYELCTLKHAFEAGSMKNLVLKIISGSFPPVSLHYSYDLRELVSQLFKRNPRDRPSVNSILEKG
FIAKRIEXKFLSPOQLIAEEFCLETFSKFGSOPIPAKRPASGONS ISVMPAQKITKPAAKYGIPLA
YKKYGDEKLHEKKPLOKHKQAHQTPEKRVNTGEERRKISEERARRKRRLEFIEKEKKQKDOIISL
MKAEQMEKRDEKERLERINRAREQGWRNVLSAGGSGEVRAPFLGSGGTIAPSSYSSRGOYEHYHA
IFDOMOQORAEDNEAKWKREIYGRGLPERGILPGVRPGF PYGAAGHHRBFPDADDIRKTLKRLKA
VSKQANANROKGOLAVERAKQVEETLORKREAMONKARAEGHMVYLARLRQIRLONFNERQQUIK
AKLRGEKKEANHSEGQEGSEEADMRRKKIESLEKAHANARAAVLREQLERKRKEAYEREKKVWEE
HLVARGVKSSDVSPPLGOHEPGGESPSKQOMREVISVISALKEVGVDSSLTDTRETSEEMOKTNN
AISSKREILRRLNENLKAQEDEKGRKONLSDTFEINVHEDAKEHEKEKSVSSDRKKWEAGGQLVI
FLDELTLDTSFSTTERHTVGEVIRKLGPNGSPRRAWGKSPTDSVLKILGEARLQLOTELLENTTT
RSEISPEGEKYKPLITGERKVQCISHEINPSAIVDSPVETKSPEFSEASPOMSLELEGNLEEPD
DLETEILQEPSGTNKDESLPCTITDVWISEEKETKETOSADRITIQENEVSEDGVSSTVDQLSD
IHIEPGTNDSQHSKCDVDKSVOPEPFFHKVVHSEHLNLVPOVQSVQCSPEESFAFRSHSHLPPK
NKNKNSLLIGLSTGLFDANNPKMLRTCSLPDLSKLFRTLMDVPTVGDVRQDNLEIDEIEDENIK
EGPSDSEDIVFEETDTDLQELQASMEQLLREQPGEEYSEEEESVLKNSDVEPTANGTDVADEDD
NPSSESALNEEWHSDNSDGETIASECECDSVFNHLEELRLELEQEMGFERKFFEVYEKIKATHEDE
DENIEICSKIVONILGNEHQHLYARILHLVMADGAYQEDWDE

FiG. 3D

Proteina de PLK1 humana:

MSAAVTAGKLARAPADPCRAGVPGVAAPGAPAAAPPAKE IPEVLVDPRSRRRYVRGRFLGKGGEF
ARCFEISDADTKEVFAGKIVPKSLLLKPHOREKMSME ISTHRSLAHQHVVGFHGFFEDNDFVEY
VLELCRRRSLLELHKRRKALTEPEARY YLRQIVLGCOYLHRNRVIHRDLKLGNLFLNEDLEVKI
GRFGLATEVEYDGERKKTLCGTPNY IAPEVLSKKGHSFEVDVWS IGCIMYTLLVGKPPFETSCL
KETYLRIKKNEYSIPKHINPVAASLIQKMLOTDPTARPTINELLNDEFFTSGYIPARLPITCLT
IPPRFSIAPSSLDPSNRKPLTVLNKGLENPLPERPREKEEPVVRETGEVVECHLSDMLOQLHSY
NASKPSERGLVRQEEAEDPACIPIFWVSKWVDYSDRKYGLGYQLCDNSVGVLENDSTRLILYNDG
DELOYIERDGTESYLTVSSHPNSLMKEITLLKYFRNYMSEHLLKAGANITPREGDELARLPYLR
TWERTREAIILHLENGSVQINFFRDHTKLILCPLMAAVTY IDEKRDFRTYRLSLLEEYGCCKEL
ASRLRYARTMVDKLLSSRSASNRLKAS

FIG. 3E
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Proteina de PRKAR1A humana:

MESGSTAASEEARSLRECELYVOKHNIQALLKDSIVQLCTARPERPMAFLREYFERLEKEEAKQ
IONLOKAGTRTODSREDEISPPPPNPVVKGRRRRGAISAEVYTEEDAASYVRKVIPRKDYKTMAAL
AKAIEXKNVLFSHLDDNERSDIFDAMFSVSFIAGETVIGOGDEGDNFYVIDQGETDVYVNNEWAT
SVGEGGSFGELALIYGTPRAATVKAKTNVKLWGIDRDSYRRILMGSTLRKRKMYEEFLSKVSTIL
ESLDKWERLTVADALEPVQFEDGORIVVQGEPGDEFFIILEGSAAVLORRSENEEFVEVGRLGP
SDYFGETALLMNRPRAATVVARGPLRCVKLDRPRFERVLGPCSDILERNIQOYNSFVELGV

FIG. 3F

Proteina de PRKRA humana:

MSOSRHRAEAPPLEREDSGTFSLGKMITAKPGKTPIQVLHEYGMKTERIPVYECERSDVQIHVP
TFTFRVTVGDITCTGEGTSKKLAKHRAAEAAINILKANASICFAVPDPLMPDPSKQPENQLNPI
GSLOELAIHHGWRLPEYTLSQEGGPAHKREYTTICRLESFMETGKGASKROAKRNAAEKFLAKYE
SNISPENHISLTNVVGHSLGCTWHSLRNSPGEKINLLRRSLLSIPNTDYIQLLSETAKEQGFNI
TYLDIDELSANGOYOCLAELSTSPITVCHGSGISCGNAQSDAAHNALOYLKITAERK

FIG. 3G

Proteina de TTBK2 humana:

MOCLAAATKDETHNMSGGGEQAD ILPANYVVKDRWKVLEK IGGGGFGEIYEAMDLLTRENVALKY
ESAQOPKQVLKMEVAVLEKLOGKDHVCRFIGCGRNEKFRYVVMOLOGRNLADLRREQPRGTFTL
STTLRLGKQILESIEAIHSVGFLHRDIKPSNFAMGRLPSTYRKCYMLDFGLARQYTNTTGDVRP
PRNVAGFRGTVRYASVNAHKNREMGRHDDLWSLFYMLVEFAVGOLPWRKIKDKEQVGMIKERYE
HRMLLKHMPSEFHLFLDHIASLDYFIRFDYQLIMSVFENSMRERGIAENEAFDWEKAGTDALLS
TSTSTPPOONTROTAAMFGVVNVTPVPGDLLRENTEDVLOGEHLSDOENAPPILPGRPSEGLGP
SPHLVPHPGGPEAEVWEETDVNRNEKLRINIGKSPCVEEEQSRGMGVPSSPVRAPPDSPTTPVRS
LRYRRVNSPESERLSTADGRVELPERRSRMDLPGEPSRQACSSQPAQMLSVDTGHADRQASGRM
DVSASVEQEALSNAFRSVPLAREEDFDSKEWVIIDKETELEDFPPGAEPSTEGTTDEEPEELRP
LPEEGEERRRLGAEPTVRPRGRSMOALAEEDLOHLPPOPLPPOLSOGDGRSETSOPPTPGSPSH
SPLHSGPRPRRRESDPTGPOROVF SVAPPFEVNGLPRAVPLSLPYQDFKRDLSDYRERARLLNR
VRRVGFSHMLLTTPOVPLAPVQPOANGKEREEEEEEDEEEEEEDEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
EEEARARAVALGEVLGPRSGSSSEGSERSTDRSOEGAPSTLLADDORKESRCGRASMADGDLEPEEG
SKTLVLVSPGDMKKSPVTAELAPDPDLGTLAALTPQHERPOPTGSOLDVSEPGTLSSVLKSEPK
PPGPGAGLGAGTVTTGVGGVAVTS SPFTRVERTEFVHIAERTHLAVMS SGGOALRESEEFSAGGEL
GLELASDGGAVEEGARAPLENGLALSGLNGAEYEGSALSGAPRETPSEMATNSLPNGPALADGP
APVEPLEPSPEKVATISPRRHAMPGSRPRSRIPVLLSEEDTGSEPSGELEAKERWEKRARPQQD
LARLVMEKRQGRLLLRLASGASSSSSEEQRRASETLSGTGSEEDTPASEPAAALPREKSGRAAAT
RSRIPRPIGLRMPMPVAAQQOPASRSHGAAPALDTAITSRLOLOTPPGSATAADLRPKQPPGRGL
GPGRAQAGARPPAPRSPRLPASTSAARNASASPRSOSLSRRESPSPSHOARPGVPPPRGVPPAR
AQPDGTPSPGGSKKGPRGRLOAQRATTKGRAGGAEGRAGAR

FiG. 3H
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Proteina de TTK humana:

MESEDLSGRELTIDS IMNKVRDIKNKFKNEDLTDELSLNKISADTTDNSGTVNQTMMMANNPED
WLSLLLRLEKNSVPLSDALILNKLIGRYSQATEALPPDKYGONESFARTOVRFAELKATIQEPDDA
RDYFOMARANCREFAFVHISFAQFELSQGNVREKSKOLLOKAVERGAVPLEMLEIALRNLNLOKK
. QLLSEEEKRNLSASTVLTAQESFSGSLGHLONRNNSCDSRGOTTKARFLYGENMPPODAETIGYR
NSLROTNKTKOSCPFGRVPVNLLNSPDCDVKTDDSVVPCFMKRQTSRSECRDLVVPGSKPSGND
SCELRNLKSVONSHFKEPLVSDEKSSELITTDSITLENKTESSLLAKLEETKEY(QEPEVPESNQ
ROWOSKRKSECINONPAASSNHWQIPELARKVNTEQKHTTFEQPVFSVSKOSPPISTSKWFDPK
SICKTPSSNTLDDYMSCFRTPVVKNDFPPACQLSTPYGOPACFQQQUHCILATPLONLOVLASS
SANECISVKEGRIYSILKQIGSGGSSKVFQVLNEKKQIYAIRKYVNLEEADNQTLDSYRNETAYLN
KLOOHSDEKIIRLYDYEITDOYIYMVMECGNIDLNSWLRKKEKS IDPWERKSYWKNMLEAVHTIHO
AGIVHSDLKPANFLIVDGMLKLIDFGIANOMOPDTTSVVEDSQVGTVNYMPPEATKDMESSREN
GKSKSKISPKSDVHWSLGCILYYMTYGKTPFQOIINQISKLHAIIDPNHETIEFPDIFPEKDLODVL
KCCLKRDPKORISIPELLAHPYVOIQOTHPVNOMARGT TEEMEYVLGOLVGLNSPNSILEKAARTL
YEHYSGGESHNGSSSKTFEKKERGKK
FiG. 3i
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61
121
131
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
341
501
951
1021
1081
114%
1203
1261
1321
1381
1443
1501
i561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
210%
216z
2221
228%

atgggtgat

aaacgaagga
cgggattcca
acaataagdga
gattetttgg
aaagatgaaa
catgctagaqg
aaagctcgece
agagaaagqgyg
gagcagcaga
aaggagegyy
agcgacaaag
ttcgagttgg
ctgteegact
tcagcagaat
gaayggagea
agcaactctg
gaagatgaag
cgagattceg
agcgecectga
aagcaggage
cagtgcctga
aaaacagatg
ccgatcacygt
acegttagag
gtyggagcacy
gtgaagacce
ctgcaceygtg
ggtcattttiqg
gtgaccecagt
gtggacatgt
cccgggaatt
gagaaaatct
caccectaca
ctcatgasca
aagcatgagt
coegecaaga
ggcctgyget
accacgaacce

daaaggactce
aggaacaaga
agcgagattic
acteceegta
ccatcaaace
Zgaggaaaga
tgaaagaaag
gggaatggga
accgettgga
aggagcagcy
aggcccgcayg
tgaaagccag
gagacggeceyqg
tacaggacat
caggctcagg
ccagtgaaga
aggaggcatc
aacgagaaaa
ggdagagtga
cagagggcga
tgceccaagta
acaggatcga
aaattgtgec
cectoaggga
agattgtggt
acctcaagayg
tgatgatcca
acctcaagac
ggctggegeg
agtaccgege
ggtcagtagg
cggaaatcga
ggccceggeta
acaacctcey
agttcctgac
atttccgega
gegagcagea
gcagccaget
agggggccte
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ADN de CDC2L1 humana:

ttggaaaqgtyg
ggagaaagca
ccitgaggayg
tagaagagaa
acceccagcaa
aaaatgtagyg
agagcacgaa
aagacagaag
gcagttagaa
ggagcagaay
ggaagtgtet
ccactggagt
gaagccagta
cajecgacaqge
ttctgaggaa
atcagagqgag
agagcagtct
tgaaaaccac
agaagcagayg
ctatgtgcec
cctgecygycee
ggagggcacc
tctaaagegg
gatcaacace
gggeageaac
cctgatggag
gcigctgegt
gtccaacctyg
ggagtacgga
cecagagety
ctgcatctte
tcagatcaac
cagtgagcete
caagecgette
ctacttcccc
gacccecctce
gegtgtgaag
gggtgacgac
tgeegeggge

aagactttag
gagatazaac
QQGSBQCtga
gactcaatgg
atgtcttgga
catcatagcc
cgtcggaaac
agaagggaaa
aggaageggg
gagcgcgage
gecacatcacc
cgcageccge
aaagaagaga
gagaggaaga
gaagaggagg
gaagaggaag
goccgaagaag
ctettggteg
gaagaagtgyg
gactcceetyg
ctgcagggct
tatggagtygg
ctgaagatgg
atcctcaagy
atggacaaga
accatgaaac
ggggtgaaac
ctgctgagec
tcecetetga
ctgettgyty
ggggagetge
aamagtgttca
ccagtagteca
ggggctetge
gggaggagga
cccategace
cggggeacea
gacctgaagy
cecogqgettca

FIG. 4A

&9

atgaaattct
gcttaaaaaa
Jagatcactyg
aagacagagyg
aagaaaaagt
attcagcaga
gacatcgaga
tggcaaggga
agegggageg
ggcgggcgga
gaacgatgag
ctecggeegee
aaatggaaga
cecagetegge
aggaggaaga
aggaggadgga
taagigagga
ttccagagte
gtgagggaac
cectgttgee
gccggagegt
tetacagage
agaaggagaa
cccagcatee
tctacategt
agceccttect
acctgcacyga
acgecggeat
aggectacac
ccaaggaata
tgactcagaa
aggagctggg
agaagatgac
tctcagacea
tcagcgctga
cctcecatgtt
gecocgaggeo
agacgggett
goctcaagit

tcaggaaaad
tictgatgac
catggagatc
agaagaagat
tcatcacaga
aggggggaag
agaacaggat
gcattccagg
caagatgegg
dgagcgygcgce
agaggactac
gcgggagegq
aagggacctyg
cgagtectey
ggaggaggag
ggagaccyge
agaaatgagt
acggttcgac
gcecgcagagc
categagetce
cgaggagtt.c
aaaagacaag
ggagggcttc
caacactgtc
gatgaactat
gecaggggag
caactggatc
cctcaaggtg
ccoggtegtg

tecacggee
geetetgtic
gacccecagt
cttcagcgag
aggcttegac
ggacggcctce
ccccacgtgg
ccetgaggyga
ccacecttace

tga



g1
2%
183
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

62
i21
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
991
961
1621
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

atggcgagta
cggaagatcyg
gaggaagtgg
agcaagctct
caggaaaaag
ttcaatttet
atcagtagaa
aacttcctaa
gecaaaaagt
ctcactggca
cgagatgaca
tggeaaggge
atgtecacqge
aactattgte
ttecegeatte
ttaaagcaga
acceecacag

atggcagcct
agttecgacyce
gtagaaataa
ctacattctyg
gatattteca
gacaagataa
tctacegttg
acaggcctte
gtgagaaaag
tggettattt
aatgcaagta
gaatttittg
ggcctaatga
gugtgtitay
gccaaaaata
ttitectgate
tattatgctt
aatcttggaa
tecttatgget
agegeaagag
gcigeattay
tgiggaattc
atgecagectac
actgcactqgg
gaaccecgaqqg
gaaagtgaaa
acaactcaat

ES 2377 885 T3

Secuencia de ADN de CSNK1A1 humana:

geageggcte
ggtctggetce
cagtgaaget
ataagattcet
actacaatgt
gttcaagaag
ttgaatatgt
tgggtattgg
acagagacaa
ctgcccgata
tggaatcatt
taaaggctge
ctyttgaagt
gtgggetacg
ttttcaggac
aagcagcacd
gecaagcaaac

caaagaaggc
getitttggt
aacaagagtt
tctatgagtyg
acataazagc
ctggagagce
agagtcttag
cacttagcac
ttcaaaaggc
ggagtttgac
ggactatgct
gaattccaat
aaatctotca
gggaccagtc
cgtatggaac
atggcctect
tggaaggttic
ttataaagac
gctacttcgt
ggataatctg
aagetgtity
cactcagica
aagcagacat
gtgcggctat
atttgtetge
ttcgttatte
ctccageaaag

caaggctgaa
cttecggggac
dgaatctcag
tcaaggtygy
actagicatyg
gttcacaatg
gcatacaaag
gogtcactgt
caggacaagyg
tgctagcate
aggatatgtt
aacazagdaaa

ttatgtaag
ctttgaggaa
cctgaaccat
gcaggcagec
tgacaaaacc

ttcattgtcg
atctatttygg
aaggccagge
gttggcatee
gatcttetgg
azaactgtac
sattttatac
aataagttat
caacacatac
aatgcacatce
ttgatgtatt
caaaaatatg
gugtttcetg
gceccagatt
caatatgact
tettecagtyg
aagagtaaca

FIG. 4B

ADN de GYK humana:

agttttgggg
tttcaattca
cccaagagaa
tatzgagaaa
tattggtgte
tctctacaat
taaaagaatt
ttacttcagt
cgttgaagaa
aggaggagtc
tttcaacatt
gqgaaattctt
tagegtgaaa
tgotgeattg
aggatgttte
caccacagtyg
tgtagctata
ctcagaagaa
ccecageatit
tggactcact
tttecaaact
tttygcaggta
toctgtatata
ggcggeaday
cgtcacgatg
tacatggaag
tggtattcca

cecattggtgyg
aaaacagctg
ggataggtgy
acatgtgaga
agcaaccaga
gcrgtggtgt
ccaggaaata
gcagtgaaac
aaacgagetc
aatggaggtig
cattctttgg
ccaaatgtece
gctggggect
gtgggacaaa
ttactatgta
gcttacaaac
gctagtgety

ttgaaaaac
tcggggttat
cagttcacca
cgagagattt
gatggaggaa
ccagtagtga
gctgeagaayg
gagcggtttyg
aaagcigtga
tda

FiG. 4C
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gagggaaata
cgatcaacat
atcececcagtt
cccacatacg
gacctagect
ttatgttage
acagagacat
tccttatega
catacagaga
ttggtattga
ttaatagaac
aaaagattag
cagaattige
acatgtatct
acacatttga
ggcagggtca
tgaaaggttt

gggeggigga
aactacttag
aacaggacce
aacttggaca
gggaaaccac
ggcttgatet
ataactttgt
ttegtigget
ttittgggac
tccactgtac
aatgggataa
ggagttcttc
tggaagzgtgt
tgtgctitcea
atacaggcca
ttggcagaga
ttattcgetg
ttgctaaaga
atgcacctta
ataaatgeea
tggatgeccat
tgaccadcaa
agccetcaat
gagteggegt
aacctcagat
tgaagtcaat

taaactggta
caccaacggc
gctgtacgag
gtggtatggt
cgaagaccte
tgaccagatqg
taaaccagat
ttttggtttg
agataaaaac
gcagagtcge
cagectgeca
tgagaagaag
gatgtactta
gaggcagcta
ttggacaatyg
gcaggcccaa
ctaa

ccagggecace
tcatcatcaa
taaggaaatt
gctecaatatt
tgtagtctgg
aagaacccag
caagtccaayg
ccttgacaat
tattgattca
agatgtaaca
acaactcige
tgagatctat
gccaatatcet
gattggacaa
taagtgtgta
cagaccagta
gctaagagac
agtaggtact
ttgggagecce
tattgetttt
gaatcgagac
Ccacaattctt
gccegaaace
atggagtcte
taatgeggag
gggrtgygtt



121
181
241
301
361
421
481
541
601
561
721
781
841
9901
961
16021
1081
1141
1201
1261
1323
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2761
2761
2821

atggagaagt
gttaaatcta
tccagtaaag
ccaaatattyg
gattactgtyg
caagaggatc
gatagaaaaa
acagtacaac

gaactigca
aataataaaa
catgcttttg
ccacctgtgt
agaaatccta
cgcatigaasa
tcgaagttty
tctgttatge
tataagaaat
gcccatcaaa
gaagcagcoa
attattagtt
ataaataggyg
gtaaaggctc
ggacagtatg
aatgaagcta
ccrggagtte
gatgatatta
aggcaaaaag
aaacgggaag
ctgaggcaaa
gaigaaaaga
aggegcaaaa
gaacaactag
catttggtgg
acaggtqgcet
aaagaagttg
aagaccaaca
aaagctcaayg
catgaagatg
gaggcaggas
acaactgaaa
agagcctggyg
caacttcaga
gaaaagtaca
aacccatcag
tciccacaga
gaaattctac
gatgtgtgga
attcaggaaa
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atgttagact
cagaadatgg
aaagagaaga
tcecagtatag
agggagggga
agattttgga
ttettcateg
ttggagattt
tagggacccec
gtgacatttg
aagctggcag
cttigcatta
gggatagace
agtrtectete
gatcacagce
ctgctcagaa
atggagataa
ctccagagaa
gasagagaag
taatgaagge
ccagggaaca
cttttctggg
aacattacca
aatggaaaag
gtecaggatt
gazaaacttt
ggcagctage
ctatgcagaa
taagactaca
aagaagctaa
amatcgaatce
aacgaaagayg
ctaaaggagt
ctccatcaaa
gcgtggacag
atgectattte
aagatgaaaa
ccaaagagca
gtcaactigt
gacatacaqt
ggaaaagtce
cagaactatt
aacccttaat
ctattgttga
tdtcattgaa
aagagccaag
ttagtgagga
atgaagttte

ADN de NEK1 humana:

acagaagatt
cagacagtat
atcaaggaga
agaatcattt
tctgittaag
ctggtttgta
agacattaaa
tggaattget
atactactig
ggctctgggg
tatcaazaac
tteoetatgat
atcagtcaac
tectecagett
tataccaget
aattacaaayg
daaattacac
gagagtgaat
gctggaattt
tgaacaaatyg
aggatggaga
cagtggaggyg
tgecattttt
agaaatatat
tecottatagy
gaaaagattg
tgtagaaaga
taaagctcga
gaatttcaat
tcattctgaa
actgaaggee
aaaggaggct
taagagttet
gcaacagatg
tagtttaact
aagtaagcga
aggaaagcag
tgasaaagaa
gattcctetyg
gggagaagtt
gacagattct
agaaaataca
tactggagaa
ttectectgt

actggaagga
tggaacaaac
aaaagaaaca
tgaagatgga

ggagaaggtt
gttatcaagyg
gaagttgcag
gaadaaaatg
cgaataaatg
cagatatgtt
tectecagaaca
agagttctta
tcacctgaaa
tgtgtectte
ctggtactga
cteegeagtt
teecatattag
attgcagaag
aaaagaccag
cctgeegeta
gaaaagaaac
actggagaag
attgaaaaag
aaaaggcazg
aatgtgctaa
actatagcte
gaccaaatge
ggtcgaggte
gotgecaggte
aaggcggtat
gctaaacaag
geccgaaggac
gagcgccoaac
ggacaagaaqg
catgcaaatg
tatgagagag
gatgtitctc
agatcigtta
gatacccggg
gaaatactte
satctctctg
aaatcagltt
gatgagttaa
attasattag
gttctaaaga
actattagaa
aaaaaagtac
gagacaaaaa
gatttagaag
aaagatgaga
aaggaaactc
gtctegagta

FIG. 4D-1
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catttggaaa
aaattaacat
tattggcaaa
getetetota
ctcagaaagg
-ggcccigaa
tatttttaac
atagtactgt
tetgtgaaas
atgagctgtyg
agataatate
ggtgtctea
agaaaggttt
aattttgtct
cttcaggaca
aatatggaat
cactgcaaaa
aaaggadgaa
aaaagaaaca
aaaaggaaag
gtgctggtygg
catcatcttt
agcaacaaag
tteccagaaay
atcaccattit
ctaaacaagc
tagaagagtt
atatggttta
agattaaagc
gaagtygaaga
cacgtgctge
azgaaaaagt
cacctitggy
ttitctgtaac
aaacticaga
gtagattaaa
atacttitya
catctgatcg
cactagatac
gtcctaatgy
tacttggaga
gtgagattte
aatgtatttc
gtcecgagtt
aacctgatga
gcttgccaty
agtcggcaga
ctgtggacca

agccattett
ctcaagaatyg
catgaagcat
catagtaatyg
cgttttgttt
acatgtacat
taaagatygga
agagctgget
caaaccttac
tacacttaaa
tggatctttt
gttatttaaa
tatagccaaa
aaaaacattt
aaactcgatt
acctttagca
acataaacag
aatatctgag
aaaggatcag
gttggaaaga
aagtggtgaa
ttottetega
agcagaagat
aggaattectg
tcectgatget
caatgcaaac

cctgcagega

tectggeaaga
caaacttegt
gactgacatyg
tgtactaaaa
gtgggaagag
acagcatgaa
Ltcagetityg
agagatgcaa
tgaaaatctt
gataaatgtt
caagaagtgg
atccttcict
atctccaaga
agctgaacta
tceccgaayggy
acatgaaata
cagtgaggca
tttggaaaca
cactattact
taggatcacc
acttagtgac



2881
2941
3001
3041
3121
3181
3241
3301
338l
3421
3481
3541
35601
3661
3721

61
121
i81
241
301
361
421
481
541
6801
$61
721
781
841
901
961
1021
1081
i14]
1201
1261
1321
1331
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801

attcatatag

gtgcaaccgy

caagttcaat
ttaccaccaa
gatgcaaaca
agaaccctta
gaaattqgaaqg
gaaactgaca
cctggtgaag
actgcaaatyg
aacgaagaat
agtgtcttta
saattctttg
gaaatttgtt
aagattecttc

atgagtgctyg
ggggrcceeyg
ccggaggtcece
aagggcgges
ggcaagattg
gaaatatcca
gaggacaacg
ctgcacaaga
gtgettgget
aacctittee
gtcgdatatg

' gaggtgetga

atgtatacct
ctceggatea
ctcateccaga
aatgacgagt
attccaccaa
acagtcctca
ccagtggttc
ctgcacagtyg
gaggatectyg
tacggecttqg
cgcctcatee
tcectacctea
tatttccgea
gaaggtgatyg
atcatcctgo
ctcatcttgt
acataccgec
cgctacgeccec
aaggcctect
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agcctggaac
aaccatittt
cagtteagtg
aaaatazaaaa
acccaaagat
tggatgttce
atgaaaacat
cagatttaca
aatacagtga
ggacagatqgt
ggcactcaga
accatttaga
aggtttatga
caaaaatagt
atttagtcat

cagtgactge
gagttgeage
tagtggaccc
ttgccaagtyg
tgcctaagte
ttcacecgecag
acttcgtgtt
ggaggaaagce
gccagtacct
tgaatgaaga
acggggagay
gcaagaaagy
tgttagtggg
agaagaatga
agatgcitca
tetttactte
ggttttegat
ataaaggctt
gagagacagy
tcaatgcetc
cectgeateeo
ggtatcaget
tctacaatga
cegtgagtte
attacatgag
agctegeceg
acctcagcas
gcecactgat
tgagtctect
gcactatggt
aa

caatgatict
ccataaggty
ttcaccagaa
caagaattce
gttaaggaca
caccgtagga
taaagaagya
agagctgcaq
agaagaagay
ggcagatgaa
taacagtgat
ggaactgaga
gazaataaagqg
tcaaaatatt

ggcagatgga

cagcactcta
gttcatteig
gaatcettig
ttgctgattg
tgttcactic
gatgttegtc

cettetgat

gectcgatgg
tcagtettyga
gatgacaatce
ggtgaaattg
cttcatctdg
gctattcatg
ttgggaaatg
gcctaccaag

FiG. 4D-2

ADN de PLK1 humana:

agggaagcetg
teccggaget
acgcagccygg
cttcgagatce
tetgetgete
cctegeccac
cgtggtgttg
cectgactgag
gcaccgaaac
tetggaggtyg
gaagaagacc
gcacagtttc
caaaccacct
atacagtatt
gacagatccee
tggctatate
tgecicccage
ggagaacece
tgaggtggre
caagcccicy
catctictgy
ctotgataac
tggigacagc
ccatcceaac
cgagcactig
gctgecctac
cggcagegryg
ggcagecegty
ggeggagtac
ggacaagcty

geacgggcac
ccggegaegyg
cggcgetatg
tcggacgegg
aagccgeacc
cagcacgteg
gagctctacc
cctgaggecee
cgagttatte
aaaataggyg
ctgtgtggga
gaggtggatg
tttgagactt
cccaagcaca
actgceegcee
cctgeecgte
agecectggace
ctgectygage
gactgccace
gagcgtggge
gtcagcaagt
agcgtygggyg
ctgcagtaca
tececttgatga
ctgaagygcag
ctatggacct
cagatcaact
acctacatcg
ggctgectgea
ctgagctcac

FIG. 4E
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aatgtgatgt
aacacttgaa
catttcgate
gactttcaac
cagatctetc
aagacaatct
ctgaagacat
aacagttact
agaacagtga
ccagcagtga
ctagtgaatg
agcaggaaat
aagatgaaga
aacatcagca
aagataatga

cggeogacee
ctcecacecgac
tgcggggeeg
acaccaagga
agagggagaa
taggatteca
gceggaggic
gatactacct
atcgagacct
attttggact
ctcctaatta
tgtggtecat
cttgectaaa
tcaacceegt
caaccattaa
tcececatcac
ccageaaceg
gtceecyggga
tcagtgacat
tggtcaggcea
gggtggacta
tgectcttcaa
tagagcgtga
a&gaagatcac

tgccaacat
ggttcegeac
tctteocagga
acgagaagceq
aggagetggce
gctecagecag

agataagtct
cttagtccct
tcactcgeat
tggtctgttt
aaagctgttc
tjaaatagat
tgtgtttgaa
tagggaacaa
gtggagcca
aagtgccctg
tgaatgegat
gggctttgaa
tgaaaatatt
tecittatgec
tgaataa

gggaaagec
gaaagagatce
ctttttggge
ggtgttegeg
gatgtecatg
cggettttte
tcicetggay
acggcaaatt
caagctggge
ggcaaccaaa
catagcicee
tgggtgtatce
agagacctac
ggccgecteo
cgagectgctt
ctgcctgace
gaagccectce
daaagaagaa
gctgecageag
agaggaggct
ttcggacaag
tgactcaaca
cggcactgay
cctccttaaa
cacgecgege
ccgcagegec
tcacaccaag
ggacttcege
cagcecggcte
caaccgicte



5
i

121
181
241
301
361
a21
281
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141

61

121
131
231
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
401

atggaguctg
tacgtccaga
getcgacctyg
gaggcaaaac
gagatticte
agcgctgagg
gattacaaga
cttgatgata
ggagagactyg
gagacggatg
ggagaacttg
gtgaaattgt
agaaagcgga
aagtgagaac
aagattgtygg
gctgtgetac
tctgattatt
gciegtggce
ccatgeotcag
gtctga

atgtcccaga
ttcagtitgg
gaatacgdca
atacacgtgc
ggtacaagta
Jecaatgeaa
ccaaagaacce
agacttcctg
acaatttgca
aaaaggaatyg
atttctttaa
tctectggtyg
tacatceage
atagatgaac
atcacagtct
aatgetttge
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ADN de PRKAR1A de raton:

gcagtaccgce
agcataacat
agagacccat
agattcagaa
ctcectececacc
tectacacygga
caatggecge
atgagagaag
tgattcagca
tctatgttaa
ctttgattta
ggggcatcga
agatgtatga
gtcttacggt
tgcagggaga
aacgtcggte
ttggtgaaat
ccttgaagtg
acatcetcaa

gcaggecaccyg
ggaadatgat
tgaagaccaa
ccactttcac
agaagctydc
gtatttgett
agcttaatce
aatataccct
ggctagagtce
ctgctgagaa
caaatgtagt
aaaagatcaa
tgcttagtga
tgagcgccaa
gteatggcte
agtatttaaa

cgecagtgag
tcaagecgetyg
ggcattcetc
tetgcagaaa
caacccagtg
ggaagatgeqg
tttagccaaa
tgatattttt
aggtgatgaa
caatgaatgg
tggaacaccg
ccgagacagc
ggaattcctt
agctgatgca
accaggggat
agaaaatgaa
tgcactactg
cgttaagcectg
acgaaacatc

gaggcacgca
ctcaaagatt
agggaatact
gecaggecacte
gttaaaggta
gcatcctatg
gccattgaaa
gatgccatgt
ggggataact
gcaaccagtg
ggagcageca
tatagaagaa
agtaaagtct
ttggaaccag
gagttcttca
gagtttgttg
atgaatcgte
gaccgaccta
cagcagtaca

FIG. 4F

ADN de PRKRA humana:

cgeegaggee
aacagctaag
gaacaltccca
cttcagagta
gaaacataga
tgoagticet
tattggtteca
ttecccaggag
atttatggas
atttecttgee
aggacattct
cttactgaaa
aattgccaag
tggaceatat
cggtatctee
gataatagca

cegeecgetgg
ccagggaaaa
gtttatgaat
acecgttagtg
gctgcagagy
gaccccttaa
ttacaggaat
ggaggacctg
actggaaadg
aaatttagta
ttaggatgta
agaagcetec
gaacaaggtt
caatgtettqg
tgtggecaaty
Jaaagaaagt

FIG. 4G
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gccttcgaga
ctattgtgca
ttgagaggtt
gtacagactc
ggaggcgacg
ttagaaaqgt
agaatgtgcet
ttteggticte
tectatgtgat
ttggggaagg
ctgtcaaagc
tceteatyggy
ctattttaga
tgcagtttga
ttattttaga
aagtgggaag
ctcgtgctge
gatttgaacg
acagttitgt

agcgcgagga
caccgattca
gtgaaagatc
acataacctg
ctgccataaa
tgeetgaccee
tggctattea
ctcataagag
gagcatcaaa
agtatttctec
cttygcattc
ttagtattee
ttaatataac
ctgaactgtce
cacaaagtqga
aa

atgtgagectce
gttgtgecact
ggagaaggag
aagggaggat
aggtgctatc
tataccaaaa
gttttecacat
ctttatcgea
tgatcaagga
agggagettt
aaagacaaat
aagcacactg
gtetctggac
agatgggcag
ggggtcaget
attggggect
cacagttgtt
tgttcttgge
gtcactgtct

cagtgggace
ggtattacac
tgatgtgcaa
cacaggtgaa
cattttgaaa
tcczageaa
tcatggetgy
agaatatact
aaagcaagece
&gagaaccac
cttgaggaat
aaatacagat
atatttggat
CacCegeeee
tgcagctcac’



121
181
241
30
361
421
481
541
601
861
721
781
841
501
961
1021
1981
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2381
2641
2701
276l

atgcagtgcee
gcecgacatcee
95999cgg99g
geecteaadyg
ctcaagaagt
aagtttaact
cagccgcgayg
tccatcgadg
gccatgggea
cggcagtaca
ggaacggttc
gacctgtggt
aagatcaagg
Ctgaagcaca
ttcaccaagce

ggcattgecg

acgagcacct
gtcaatgtga
goagagcacc
gggotgggcee
gaggagacag
gaggaggaac
tcceccacad
aggctatcca
cctggcicge
acaggccacg
gaggecctga
aaagagtggyg
cceagcacat
ggcgaagagce
caggezetyy
agecadgygey
tcacccctge
agacaggtgt
ctgagtcetge
ttgctcaacs
ccactggcte
gatgaggaag
gaagaagady
gtgctgggge
caggagggty
tccatggeey
cctggegaca
accctgyetyg
gtatctgagc
gyggcagggc
tcaceccttea

tagecggecge
tgccggecaa
getttggtga
tygagtcage
tgcaagggaa
atgtagtgat
gcaccttcac
cgatceacte
ggctgcecte
ccaacaccac
gctatgecte
cectcttcta
acaaggaaca
tgeccgteaga
ccgactacca
agaatgagge
ctacccegec
cgccagtgee
tgagtgaccs
ccagteecca
atgtcaaccy
agagccgagg
cceccagteeg
cggeggacygg
cectegegeca
ctgaccgaca
graacygectt
tcatcatega
cgggcaccac
ggeggegget
cggaggagga
atggeecgtte
actcgggacc
tectecgtgge
cctaccagga
gggtceagay
ctgttcagcce
agcaagaaga
aggaggagya
ctegtagtgg
ceccegtecac
atggggacct
tgaagaagte
ccetcactee
caggcaccct

tgggggcegg
ccaaagttga
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ADN de TTBK2 humana:

ccttaaggac
ctacgtggtc
gatctacygag
ccageagoece
ggaccatgtyg
gcagctcecag
gctgagcace
tgtgggocttic
cacctacagg
gggggatgtg
agtcaatgee
catdctggty
ggtagggatg
gttccaccte
gttgatcatg
ctttigactgg
ccagcagaac
tggggacctg
ggagaatgca
cecttgtecee
gaacaaactc
catgggggtce
ttetetgege
gcgagtggag
ggcetgectcee
ggccagtage
cecgeteggtyg
caaggagacg
ggatgaggayg
gggggcagag
cctgcageat
cgagacgtca
ccgecetega
geccccattt
cttecaaaaga
ggtoggette
tcaggctaat
ggatgaggaa
agaggaggay
ctceageagt
gctgotaggea
ggagcctgag
gooegteact
tcagecatgag
gtecectetgte
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ADN de NEK1 humana:

tggcagagaa
taaaaatgaa
taactcggga
tttgttgete
gattggtegt
gagttttgct
tgcacatgac
atctttigea
aaaagctgta
aaacctccaa
ggtattaact
cagttgtgat
accacaagat
gtcatgcccea
gacagatgat
agatttggtt
aaagtctgtt
acttattatt
attagaagaa
gcaatctaag
gcagattccg
acctgtcttt
adaatctatt
aactcecagtt
acctgectgt

gttttagca
tttaaagcag
acagatatat
ttaccggaac
acittatgat
tgatcttaat
ctggaaaaat
tcttazacca
tgcaaaccaa
taattatatg
tzagtcaaag
gacttacggy
aattgatcct
gttaaagtgt
tcatcoctat
agaaatgaasa
agctgctaaa
caagactttt

FIG.
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ttgacaattg
gaccttactg
actgttaacc
aaactagaga
tacagtcaag
agaattcaaqg
tactttcaaa
caatttgaac
gaacgtggag
aagaagcagc
geccaagaat
tccagagqgac
gcagaaatag
tttggaagag
tcagttgtac
gtgcctggat
cagaatagtc
actgattcaa
actaaagagt
agaaagtcag
gagttagccce
tcagtttcaa
tgtaagacac
gtaaagaatg
ttccagcaqce
tettettecag
ataggaaghtg
gctatazaat
gaaatagctt
tatgaaatca
agttggetta
atgttagagq
gctaactttc
atgcaaccag
ccaccagaad
ataageegca
aaaacaccat
aatcatgaaa
tgtttaaaaa
gttcaaattc
tatgttctgg
actttatatg
gaaaaaazaaa

4i

attccataat
atgaactaag
aaattatgat
aaaacagtgt
caattgaage
tgagatttge
tggecagage
tgtcacaaqgg
cagtaccact
tgctttecaga
catitteegy
agactactaa
gttaccggaa
tcccagttaa
cttgttttat
ctaaacceag
atttcaagga
taaccctgaa
atcaagaacc
agtgtattaa
gaazagttaa
aacagtcacc
caagcagcaa
actitccacc
aacagcatca
caaatgaatiyg
gaggtteaag
atgtgaactt
atttgaataa
cggaccagta
aaaagaazaa
cagticacac
tgatagttga
atacaacaag
caatcaaaga
aaagtgatgt
ttcagcagat
ttgaatttce
gggacccada

aaactcatcc

gccaacttgt
aacactatag
ggggaaaaaa

gaacaaagtg
cttgaataaa
gatggcaaac
tcegctaagt
gettececca
tgaattaaaa
aaactgeaag
taatgtcaaa
agaaatgectyg
ggaggaaaay
ttcacttggyg
agccaggttt
ttcattgaga
ccttectaaat
gaaaagacaa
tggagatgat
acctciggig
gaataaaacy
agaggttcea
ccagaatect
tacagagcag
accaatatca
tacctiggat
tgcttgteag
aatacttgec
catttcggtt
caaggtattt
agaagaagca
actacaacaa
catctacatg
atccattgat
aatccatcaa
tggaatgcta
tgttgttaaa
tatgtettee
tiggicctta
gattaatcag
cgatatteca
acagaggata
agttzaccaa
tggtctgaat
tggtyggtgaa
atga
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