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DESCRIPCION
Linfopoyetina estromal timica humana modificada

Remisién a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica por la presente el beneficio de la solicitud provisional de Estados Unidos nimero de
serie 60/307.345, presentada el 23 de julio de 2001.

Antecedentes de la invencion

Campo de la invencién

La invencion se refiere, en general, a la expresion de proteinas recombinantes. Mas especificamente, la invencion
se refiere a polipéptidos de linfopoyetina estromal timica (TSLP) humana recombinante modificada que son
resistentes a degradacion en cultivo celular de mamifero, a secuencias polinucleotidicas que codifican polipéptidos
TSLP modificados, y a procedimientos para la produccién y uso de TSLP.

Descripcion de la técnica relacionada

La linfopoyetina estromal timica (TSLP) es un factor de crecimiento integral del desarrollo y maduracién tanto de
linfocitos B como de linfocitos T. En particular, TSLP murina soporta la linfopoyesis B y es necesaria para la
proliferaciéon de linfocitos B. TSLP murina también es critica en el control del reordenamiento del locus del receptor
gamma para linfocitos T (TCRy), y tiene un efecto estimulador sustancial sobre timocitos y linfocitos T maduros.
Véase, por ejemplo, Friend y col., 1994, Exp. Hematol., 22:321-328; Ray y col., 1996, Eur. J. Immunol., 26:10-16;
Candeias y col., 1997, Immunology Letters, 57:9-14.

TSLP tiene actividad citoquina similar a IL-7. Por ejemplo, TSLP puede reemplazar a IL-7 en la estimulacion de las
respuestas de proliferacion de linfocitos B (Friend y col., supra). Parece que TSLP e IL-7 median sus efectos
linfopoyéticos mediante distintos mecanismos. Por ejemplo, IL-7 activa las tirosina quinasas de la familia Janus,
incluyendo JAK1 y JAK3, y modula la actividad de la proteina transductora de sefiales y activadora de la
transcripcion 5 (STAT5). Aunque TSLP modula la actividad de STATS5, no logra activar ningn miembro de la familia
Janus de tirosina quinasas (Levin y col., 1999, J. Immunol. 162:677-683). Aunque TSLP e IL-7 median efectos
similares sobre células diana, también parecen tener distintas vias de sefalizacion y probablemente alguna variacion
en su respuesta biologica.

Las actividades conocidas de TSLP en la modulacién del sistema inmune, particularmente en la estimulacion de la
proliferacion, desarrollo y maduracion de linfocitos B y T, hace de esta molécula una herramienta terapéutica
atractiva. La capacidad de producir grandes cantidades del polipéptido activo es esencial para la produccion
comercial de TSLP humana. La produccién de polipéptidos recombinantes en un sistema de expresion de células de
mamifero se usa mas habitualmente para aplicaciones terapéuticas humanas comerciales.

El polipéptido huTSLP recombinante se ha expresado en varios sistemas de expresion diferentes, incluyendo lineas
celulares de mamifero, como se describe en el documento WO 00/29581. Sin embargo, la produccién de cantidades
Utiles de proteina huTSLP activa en células de mamifero ha sido dificil. En particular, la expresién de huTSLP en
células de mamifero a menudo produce un producto degradado. Se necesitan moléculas polinucleotidicas
alternativas y procedimientos para conseguir la produccién de cantidades utiles de polipéptido huTSLP activo.

Sumario de la invenciéon

Se comprobd que la secuencia de aminoacidos de TSLP humana contiene una secuencia Unica de aminoacidos que
contiene un sitio de escision por furina. Las modificaciones de los polipéptidos para inactivar el sitio de escisién por
furina, de acuerdo con la presente invencion, proporcionan polipéptidos huTSLP resistentes a proteasa modificados
que son mas estables cuando se expresan en sistemas de células de mamifero en comparacién con los polipéptidos
TSLP no modificados.

Los polipéptidos TSLP humanos resistentes a proteasa modificados de la invencion, incluyen aquellos que tienen
una o mas modificaciones de secuencia de aminoacidos que alteran e inactivan el sitio de escisién por furina
RRKRK, como se muestra en la siguiente Tabla 1, posicionado en aproximadamente los restos de aminoacidos 127-
131 de la SEC ID N° 4. Las modificaciones adecuadas incluyen sustituciones, deleciones, adiciones o
combinaciones de estas de aminoacidos, que alteran la secuencia de aminoacidos RRKRK para alterar el patrén del
sitio de escision por furina RXXR, en particular aquellos que alteran el patron RX(R/K)R. También se incluyen
polipéptidos que son sustancialmente similares en la secuencia de aminoacidos a los polipéptidos huTSLP
modificados, y fragmentos de los mismos, que retienen una actividad deseada de TSLP nativa y son resistentes a
proteasa. En una realizacion, las secuencias RKRK o RKRKYV se han delecionado de la secuencia de aminoacidos
de los polipéptidos huTSLP.

La invencion también proporciona moléculas polinucleotidicas que codifican los polipéptidos huTSLP resistentes a
proteasa modificados analizados anteriormente. Las moléculas polinucleotidicas de la invencién incluyen aquellas
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que tienen una modificacion de secuencia de acido nucleico en fase que altera o desactiva de otro modo los
codones que codifican el sitio de escision por furina RRKRK [SEC ID N° 6] posicionado en los restos de aminoacidos
127-131 de la SEC ID N° 4. Las modificaciones adecuadas del sitio de escision incluyen sustituciones, deleciones,
adiciones o combinaciones de estas en fase del acido nucleico, que alteran la secuencia de acido nucleico que
codifica RRKRK para alterar el patrén del sitio de escision por furina codificado RXXR, particularmente RX(R/K)R.
Las realizaciones incluyen, por ejemplo, mutantes de delecién en los que se ha delecionado la secuencia de
nucledtidos AGG AGA AAA AGG AAA [SEC ID N° 5] que codifica RRKRK, o la secuencia de nucleétidos AGA AAA
AGG AAA GTC [SEC ID N° 7] que codifica una secuencia de aminoacidos RKRKV [SEC ID N° 8]. También se
incluyen moléculas polinucleotidicas que tienen secuencias que son sustancialmente similares a las moléculas
polinuclectidicas que codifican los polipéptidos TSLP modificados, y fragmentos de los mismos que retienen una
actividad deseada de TSLP nativa y son resistentes a proteasa.

La invencion también proporciona formas adicionales de polipéptidos huTSLP modificados, incluyendo formas
solubles y proteinas de fusion. Por ejemplo, las proteinas de fusion de la invencion incluyen polipéptidos huTSLP
modificados fusionados a proteinas o péptidos heterdlogos que confieren una funcién deseada, tal como para
facilitar la purificacion, oligomerizacion, estabilidad, secrecion o identificacion del polipéptido. Una proteina de fusion
de la invencion puede producirse, por ejemplo, a partir de una construccion de expresion que contiene una molécula
polinucleotidica que codifica el polipéptido huTSLP resistente a proteasa modificado en fase con una molécula
polinucleotidica que codifica la proteina heterdloga.

La invencion también proporciona vectores, plasmidos, sistemas de expresion, células huésped, y similares, que
contienen una molécula polinucleotidica modificada de huTSLP resistente a proteasa. Los procedimientos de
ingenieria genética para la produccién de polipéptidos huTSLP modificados de la invencién incluyen expresion de las
moléculas polinucleotidicas en sistemas sin células, huéspedes celulares, en tejidos, y en modelos animales, de
acuerdo con procedimientos conocidos.

La invencion incluye adicionalmente composiciones que contienen un polipéptido huTSLP modificado
sustancialmente purificado de la invencion y un vehiculo aceptable. Se prefieren composiciones farmacéuticas
adaptadas para la administracion a células, tejidos, o pacientes, que son utiles para inducir las actividades de
linfocitos B y linfocitos T en tratamiento terapéutico, por ejemplo, de trastornos inmunodeficitarios, infecciones
viricas, e infecciones bacterianas.

Estas y otras diversas caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la lectura de la siguiente
descripcion detallada y una revision de las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de las secuencias

La SEC ID N° 1 es una secuencia polinucleotidica que codifica una TSLP murina (GenBank AF232937).
La SEC ID N° 2 es la secuencia de aminoacidos de TSLP murina codificada por la SEC ID N° 1.

La SEC ID N° 3 es una secuencia polinucleotidica que codifica una TSLP humana (GenBank AY037115).
La SEC ID N° 4 es la secuencia de aminoacidos de una TSLP humana codificada por la SEC ID N° 3.

La SEC ID N° 5 es una secuencia polinucleotidica AGG AGA AAA AGG AAA, que codifica un sitio de escisién por
furina RRKRK.

La SEC ID N° 6 es la secuencia de aminoacidos RRKRK codificada por la SEC ID N° 5.

La SEC ID N° 7 es una secuencia polinucleotidica AGA AAA AGG AAA GTC, que codifica una secuencia de
aminoacidos RKRKYV presente en TSLP humana pero no en TSLP murina.

La SEC ID N° 8 es la secuencia de aminoacidos RKRKYV codificada por la SEC ID N° 7.

La SEC ID N° 9 es una secuencia polinucleotidica que codifica una TSLP humana modificada que tiene una o mas
modificaciones en fase de la secuencia AGG AGA AAA AGG AAA que codifica el sitio de escision por furina RRKRK,
provocando la desactivacion del sitio de escisién por furina codificado.

La SEC ID N° 10 es la secuencia de aminoacidos de la TSLP modificada codificada por la SEC ID N° 9.

La SEC ID N° 11 es una secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido TSLP modificado que tiene los
codones AGA AAA AGG AAA que codifican los aminoacidos RKRK delecionados.

La SEC ID N° 12 es la secuencia de aminoacidos del polipéptido TSLP modificado codificado por la SEC ID N° 11.

La SEC ID N° 13 es una secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido TSLP modificado que tiene los
codones AGG AGA AAA AGG AAA que codifican los aminoacidos RRKRK delecionados.
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La SEC ID N° 14 es la secuencia de aminoacidos del polipéptido TSLP modificado codificado por la SEC ID N° 13.

La SEC ID N° 15 es una secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido TSLP modificado que tiene los
codines AGA AAA AGG AAA GTC que codifican los aminoacidos RKRKYV delecionados.

La SEC ID N° 16 es la secuencia de aminoacidos del polipéptido TSLP modificado codificado por la SEC ID N° 15.
La SEC ID N° 17 es un polipéptido TSLP humano modificado.

La SEC ID N° 18 es un polipéptido TSLP humano modificado.

La SEC ID N° 19 es un cebador directo para PCR.

La SEC ID N° 20 es un cebador directo para PCR.

La SEC ID N° 21 es un cebador inverso para PCR.

La SEC ID N° 22 es un cebador inverso para PCR.

Descripcién detallada de la invenciéon

Definiciones:

Las siguientes definiciones se proporcionan para facilitar la comprensién de ciertos términos usados frecuentemente
en el presente documento y no pretender limitar el ambito de la presente divulgacion.

"Aminoacido" se refiere a cualquiera de los veinte a-aminoacidos convencionales asi como a cualquier derivado de
origen natural y sintético. Pueden existir modificaciones en aminoacidos o secuencias de aminoacidos durante los
procesos naturales tales como procesamiento post-transcripcional, o pueden incluir modificaciones quimicas
conocidas. Las modificaciones incluyen, aunque sin limitacién: fosforilacion, ubiquitinacion, acetilacion, amidacion,
glucosilacion, unién covalente de flavina, ADP-ribosilacion, reticulacion, yodacion, metilacion, y similares.

Como se usa en el presente documento el término "anticuerpo" se refiere a anticuerpos intactos que incluyen
anticuerpos policlonales (véase, por ejemplo, Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow y Lane (eds), Cold Spring
Harbor Press, (1988)), y anticuerpos monoclonales (véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos N° RE
32.011, 4.902.614, 4.543.439, y 4.411.993, y Monoclonal Antibodies: A New Dimension in Biological Analysis,
Plenum Press, Kennett, McKearn y Bechtol (eds.) (1980)). El término "anticuerpo” también se refiere a un fragmento
de un anticuerpo tal como F(ab), F(ab’), F(ab’)z, Fv, Fc, y anticuerpos de cadena sencilla que se producen por
técnicas de ADN recombinante o por escisidon enzimatica o quimica de anticuerpos intactos. El término "anticuerpo”
también se refiere a anticuerpos biespecificos o bifuncionales, que son un anticuerpo hibrido artificial que tiene dos
diferentes pares de cadenas pesadalligera y dos sitios de unién diferentes. Los anticuerpos biespecificos pueden
producirse mediante una diversidad de procedimientos incluyendo fusién de hibridomas o ligamiento de fragmentos
F(ab’). (Véanse Songsivilai y col, 1990, Clin. Exp. Immunol. 79:315-321, Kostelny y col., 1992, J. Immunol.148:1547-
1553). Como se usa en el presente documento el término "anticuerpo” también se refiere a anticuerpos quiméricos,
es decir, anticuerpos que tienen un dominio de inmunoglobulina de anticuerpo constante humano acoplado a uno o
mas dominios de inmunoglobulina de anticuerpo variable no humano, o fragmentos de los mismos (véase, por
ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 5.595.898 y la patente de Estados Unidos N° 5.693.493). Anticuerpos
también se refiere a anticuerpos "humanizados" (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 4.816.567 y el
documento WO 94/10332), minicuerpos (documento WO 94/09817), y anticuerpos producidos por animales
transgénicos, en los cuales un animal transgénico que contiene una parte de los genes que producen anticuerpo
humano pero deficiente en la produccion de anticuerpos endoégenos es capaz de producir anticuerpos humanos
(véanse, por ejemplo, Mendez y col., 1997, Nature Genetics 15:146-156, y la patente de Estados Unidos N°
6.300.129). El término "anticuerpos" también incluye anticuerpos multiméricos, o un complejo de mayor orden de
proteinas tales como anticuerpos heterodiméricos. "Anticuerpos" también incluye anticuerpos anti-idiotipicos
incluyendo anticuerpos anti-idiotipicos contra un anticuerpo dirigido al antigeno tumoral gp72; un anticuerpo contra el
gangliésido GD3; o un anticuerpo contra el gangliésido GD2.

"Fc" o "polipéptido Fc" se refiere a polipéptidos que contienen el dominio Fc de un anticuerpo. El "dominio Fc" se
refiere a la parte del anticuerpo que es responsable de unirse a receptores de anticuerpo en las células. Un dominio
Fc puede contener uno, dos o todos los siguientes: el dominio pesado constante 1 (Cn1), el dominio pesado
constante 2 (Cn2), el dominio pesado constante 3 (Cy3), y la region bisagra. El dominio Fc de la IgG1 humana, por
ejemplo, contiene el dominio Cn2, y el dominio C3 y la regién bisagra, pero no el dominio Cx1. También se incluyen
formas truncadas de dichos polipéptidos que contienen la region bisagra que promueve la dimerizacion. Véase, por
ejemplo, C. A. Hasemann y J. Donald Capra, Immunoglobins: Structure and Function, en William E. Paul, ed.
Fundamental Immunology, Segunda Edicion, 209, 210-218 (1989).

"Antisentido" se refiere a secuencias polinucleotidicas que son complementarias a secuencias polinucleotidicas "con
sentido" diana.
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"Resto de direccionamiento celular" se refiere a cualquier sefial en un polipéptido, de origen natural o disefia por
ingenieria genética, usado para dirigir a un polipéptido a una célula, polipéptido, polinucleétido o material innato.

"Complementario” o "complementariedad" se refiere a la capacidad de un polinucleétido en una molécula
polinucleotidica de formar un par de bases con otro polinucleétido en una secuencia molécula polinucleotidica. Por
ejemplo, la secuencia A-G-T es complementaria a la secuencia T-C-A. La complementariedad puede ser parcial, en
la cual solamente algunos de los polinucledtidos coinciden de acuerdo con el apareamiento de bases, o completa,
donde todos los polinucleétidos coinciden de acuerdo con el apareamiento de bases.

Como se usa en el presente documento, el término "derivado” se refiere a polipéptidos TSLP resistentes modificados
unidos a al menos un resto quimico adicional, o a al menos un polipéptido adicional para formar un conjugado
covalente o agregado tal como grupos glucosilo, lipidos, fosfato, grupos acetilo, o proteinas de fusiéon C-terminales o
N-terminales y similares.

"Expresion" se refiere a la transcripcion y traduccion que sucede dentro de una célula huésped. El nivel de expresion
de una molécula de ADN en una célula huésped puede determinarse en base a la cantidad de ARNm
correspondiente que esta presente dentro de la célula o a la cantidad de proteina codificada por la molécula de ADN
producida por la célula huésped. (Sambrook y col., 1989, Molecular cloning: A Laboratory Manual, 18.1-18.88).

Como se usa en el presente documento, la expresion "sitio de escision por furina" se refiere a una secuencia de
aminoacidos reconocida y escindida por furina. En TSLP humana, por ejemplo, se ha identificado un sitio de escision
por furina dentro de la secuencia RRKRK. En general, el sitio de escisién minimo para la furina es RXXR y mas
preferentemente, RX(R/K)R. (Nakayama 1997, Biochem J 327:625-35). El término "furina" se refiere a una serin
proteasa dependiente de calcio que esta implicada en el procesamiento de una diversidad de proteinas. Se sabe
que la furina escinde diversas proproteinas, tales como precursores del factor de crecimiento, en proteinas
biolégicamente activas. Se ha detectado ARNm de furina en todos los tejidos y lineas celulares examinados, lo que
sugiere que su actividad es ubicua y no esta centrada en ningun grupo diana particular de proteinas. Ejemplos de
preproteinas escindidas por furina incluyen diversos factores de crecimiento, receptores del factor de crecimiento,
proteinas plasmaticas implicadas en la coagulacion sanguinea y cascadas del complemento, metaloproteinasas de
matriz, glucoproteinas de envuelta viral, y exotoxinas bacterianas.

Como se usa en el presente documento, la expresion "polipéptidos TSLP modificados" o "polipéptidos huTSLP
modificados" se usa de forma intercambiable con "TSLP resistente a furina" o "TSLP resistente a proteasa" y se
refiere a cualquier polipéptido huTSLP que se haya modificado para inactivar el sitio de escision por furina RXXR, y
que también retiene una actividad TSLP, tal como estimulaciéon de proliferacion o desarrollo de linfocitos B o T, o
union a receptores de TSLP, como se describe, por ejemplo, en el documento WO 00/29581, o en los siguientes
ejemplos. La expresion "polipéptidos TSLP modificados" también incluye variantes y fragmentos tales como el
dominio extracelular, asi como derivados tales como proteinas de fusion.

"Proteina de fusion" se refiere a una proteina que tiene un polipéptido heterélogo unido mediante técnicas de ADN
recombinante. El polipéptido heterélogo fusionado puede proporcionar una funcién especifica, por ejemplo, para
determinar la localizaciéon de la proteina de fusiéon en una célula, potenciar la estabilidad de la proteina de fusién,
facilitar la purificacion de la proteina de fusion, o dirigir la proteina a un antigeno o célula deseada. Ejemplos de
dichas proteinas de fusion incluyen polipéptidos fusionados a una parte de una molécula de inmunoglobulina, por
ejemplo, un fragmento Fc, polipéptidos fusionados a una marca histidina, un factor de crecimiento, y similares, como
se describe, en el documento WO 00/29581.

"Modificado por ingenieria genética" se refiere a cualquier procedimiento recombinante usado para crear una célula
huésped eucariota que exprese una proteina de interés. Los procedimientos y vectores para modificar por ingenieria
genética células huésped son bien conocidos; por ejemplo, se ilustran diversas técnicas en Current Protocols in
Molecular Biology, Ausubel y col., eds. (Wiley y Sons, New York, 1988, y actualizaciones trimestrales). Las técnicas
de ingenieria genética incluyen, aunque sin limitacion, vectores de expresion, recombinacién homoéloga dirigida y
activacion génica (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 5.272.071 de Chappel) y transactivacion por
factores de transcripcion modificados (véase, por ejemplo, Segal y col., 1999, Proc Natl Acad Sci USA 96(6):2758-
63).

"Homologia" se refiere a un grado de complementariedad entre polinucledtidos, donde el grado de
complementariedad entre moléculas polinucleotidicas tiene efectos significativos sobre la eficacia y potencia de la
hibridacién entre las moléculas polinucleotidicas.

"Célula huésped" o "células huésped" se refiere a células establecidas en cultivo ex vivo. Es una caracteristica de las
células huésped analizadas en la presente divulgacion que son capaces de expresar TSLP resistente a furina, como
se define en el presente documento. Ejemplos de células huésped adecuadas Utiles para aspectos de la presente
invencion incluyen, aunque sin limitacion, lineas celulares de mamifero. Ejemplos especificos de dichas lineas
celulares incluyen células renales embrionarias humanas (células 293), células de ovario de hamster chino (CHO)
(Puck y col., 1958, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 60, 1275-1281), células de carcinoma cervical humano (HELA) (ATCC
CCL 2), células hepaticas humanas (Hep G2) (ATCC HBB8065), células cancerosas de mama humana (MCF-7)
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(ATCC HTB22), células de carcinoma de colon humano (DLD-1) (ATCC CCL 221), células Daudi (ATCC CRL-213),
células COS, y células CV-1.

"Hibridacion" se refiere al apareamiento de polinucleétidos complementarios durante un periodo de atemperado. La
fuerza de hibridacién entre dos moléculas polinucleotidicas se ve influenciada por la homologia entre las dos
moléculas, la rigurosidad de las condiciones implicadas, la temperatura de fusion del hibrido formado, y la proporcion
G:C dentro de los polinucleétidos.

"Inactivado” se refiere a una actividad que se ha vuelto no funcional. Por ejemplo, un sitio de escisidon por furina en
un polipéptido puede inactivarse modificando la secuencia de aminoacidos. La escision del polipéptido modificado en
presencia de furina se reduce, y preferentemente se elimina, en comparacion con el polipéptido de tipo silvestre. La
escision reducida o eliminada se demuestra, por ejemplo, por un cambio en los productos de escision en
comparacion con los productos de escision del tipo silvestre.

"Aislado" se refiere a un polinucleétido o polipéptido que se ha separado de al menos un contaminante
(polinucledtido o polipéptido) con el cual estd normalmente asociado. Por ejemplo, un polinucleétido aislado esta en
un contexto o en una forma que es diferente de la que se encuentra en la naturaleza.

Como se usa en el presente documento, la expresion "polipéptido huTSLP" se refiere a un polipéptido TSLP humano
que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC ID N° 4, o una variante o fragmento de ese polipéptido
que retiene al menos una actividad de una TSLP que tiene la SEC ID N° 4. Una variante es un polipéptido que tiene
una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente similar a la secuencia de aminoacidos de la proteina
inalterada, o un fragmento de la misma. Para los propdsitos de la presente invencion, "sustancialmente similar" a es
al menos aproximadamente un 80% idéntica a, preferentemente al menos aproximadamente un 90% idéntica a, mas
preferentemente al menos aproximadamente un 95%, mas preferentemente al menos aproximadamente un 98%,
mucho mas preferentemente al menos aproximadamente un 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la
proteina inalterada, y que retiene la actividad del polipéptido inalterado. Las sustituciones de aminoacidos que son
sustituciones conservativas que probablemente no afectan a la actividad bioldgica se consideran idénticas para los
propositos de la presente invencion e incluyen las siguientes: Ala para Ser, Val para lle, Asp para Glu, Thr para Ser,
Ala para Gly, Ala para Thr, Ser para Asn, Ala para Val, Ser para Gly, Tyr para Phe, Ala para Pro, Lys para Arg, Asp
para Asn, Leu para lle, Leu para Val, Ala para Glu, Asp para Gly, y las inversas. (Véase, por ejemplo, Neurath y col.,
The Proteins, Academic Press, New York (1979)).

El porcentaje de identidad puede determinarse por inspeccion visual y calculo matematico, o por una comparacion
de dos secuencias usando diversos programas informaticos por los especialistas en la técnica. Por ejemplo, el
porcentaje de identidad de dos secuencias puede determinarse usando el programa informatico GAP, basado en el
algoritmo de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482-489 (1981), (disponible en la University of Wisconsin
Genetics Computer Group (UWGCG), University Research Park, Madison, Wisconsin). Los parametros por defecto
preferidos para el programa GAP incluyen: (1) una matriz de valoracion, blosum62, como se describe por Henikoff y
Henikoff Proc. Natl. Acad. Sci USA 89:10915 (1992)); un valor de hueco de 12; (3) un valor de longitud de hueco de
4; y (4) sin penalizacion para huecos finales. También pueden usarse otros programas usados por los especialistas
en la técnica de comparacion de secuencias.

"Polinucledtido” se refiere a una secuencia de nucledtidos. Los nucledtidos son una secuencia de
polirribonucleétidos o polidesoxirribonucledtidos, o una mezcla de ambos. Los ejemplos de polinucleétidos en el
contexto de la presente invencion incluyen ADN mono y bicatenario, ARN mono y bicatenario, y moléculas hibridas
que tienen tanto mezclas de ADN como de ARN mono y bicatenario. Ademas, los polinucleétidos de la presente
invencién pueden incluir uno o mas nucleétidos modificados.

Como se usa en el presente documento el término "proteina" y "polipéptido" se usan de forma intercambiable y se
considera que son cualquier cadena de al menos diez aminoacidos ligada por en laces peptidicos. La purificacion de
una proteina de las proteinas contaminantes puede conseguirse a través de cualquiera de varias técnicas conocidas
incluyendo, precipitacion con sulfato de amonio o etanol, cromatografia de intercambio aniénico o catiénico,
cromatografia en fosfocelulosa, cromatografia de interaccién hidroéfoba, cromatografia de afinidad, cromatografia en
hidroxilapatita, y cromatografia en lectina. Se ilustran diversas técnicas de purificacion de proteinas en Current
Protocols in Molecular Biology, Ausubel y col., eds. (Wiley y Sons, Nueva York, 1988, y actualizaciones trimestrales).

"STATS" se refiere a un miembro de los transductores de sefiales y activadores de la transcripcion (STAT) de la
familia de factores de transcripcion que se sabe que se activan por una o mas JAK quinasas, se traslocan al nucleo,
y participan en la regulacion transcripcional uniéndose a sitios especificos del ADN. Las técnicas para determinar la
actividad STATS5 incluyen ensayos de union a ADN, ensayos indicadores dependientes de STAT5, marcaje con p
de STATS5, y similares, como se ilustra en Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel y col., eds. (Wiley y Sons,
Nueva York, 1988, y actualizaciones trimestrales).

"Linfopoyetina estromal timica" (TSLP) se refiere a un factor de crecimiento que estimula el proceso de desarrollo
hematolinfoide, como se describe, por ejemplo, en el documento WO 00/29581, y Sims y col., 2000, J. Exp. Med.
192:671-680.
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"Vector", "vector extracromosémico”, o "vector de expresion" se refiere a una primera molécula polinucleotidica,
habitualmente bicatenaria, que puede tener insertada en la misma una segunda molécula polinucleotidica, por
ejemplo un polinucleétido heterdlogo, tal como un polinucleétido que codifica TSLP humana resistente a furina. Un
polinucledtido heterdlogo puede hallarse o no de forma natural en la célula huésped, y puede ser una o mas
adicionales de una secuencia de acido nucleico presente de forma natural en el genoma huésped. El vector
transporta el polinucleétido foraneo al interior de una célula huésped adecuada. Una vez en la célula huésped, el
vector puede ser capaz de integrarse en los cromosomas de la célula huésped. El vector también puede contener
los elementos necesarios para seleccionar células que contienen el polinucleétido integrado, asi como elementos
para promover la transcripcion de ARNm desde el polinucleédtido transfectado. Ejemplos de vectores dentro del
alcance de la presente invencion incluyen, aunque sin limitacion, plasmidos, bacteriéfagos, césmidos, retrovirus, y
cromosomas artificiales.

Salvo que se indique de otro modo, las técnicas utilizadas pueden hallarse en cualquiera de varias referencias bien
conocidas, tales como: Molecular Cloning: A Laboratory Matiual (Sambrook y col. (1989) Molecular cloning: A
Laboratory Manual), Gene Expression Technology (Methods in Enzymology, Vol. 185, editado por D. Goeddel, 1991
Academic Press, San Diego, CA), "Guide to Protein Purification" in Methods in Enzymology (M.P. Deutshcer, 32.,
(1990) Academic Press, Inc.), PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Innis y col. (1990) Academic
Press, San Diego, CA), Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique, 22 ed. (R.l. Freshney (1987) Liss, Inc.,
New York, NY), y Gene Transfer and Expression Protocols, pag. 109-128, ed. E.J. Murray, The Humana Press Inc.,
Clifton, N.J.).

Polipéptidos TSLP

La linfopoyetina estromal timica (TSLP) es un factor de crecimiento, un miembro de la familia de citoquinas de
factores de sefializacion linfopoyéticos que es integral al desarrollo tanto de linfocitos B como de linfocitos T y su
maduracion. TSLP promueve la linfopoyesis de linfocitos B en la fase de linfocito B inmaduro B220%/IgM" e induce la
proliferacion de la linea celular dependiente de factor NAGB/7. TSLP esta implicada en el control del reordenamiento
del locus de receptor gamma de células T (TCRy), y tiene un efecto estimulador sustancial sobre timocitos y
linfocitos T maduros.

Las actividades bioldgicas de TSLP sobre linfocitos B y T solapa parcialmente con las actividades de la citoquina IL-
7. Por ejemplo, tanto TSLP como IL-7 co-estimulan los timocitos y linfocitos T maduros, sostienen la linea celular
NAGS8/7, y soportan la linfopoyesis B en células hepaticas fetales. Estas funciones solapantes probablemente son el
resultado del uso comun por los complejos receptores de TSLP e IL-7 de la cadena alfa IL-7R (Park y col., 2000, J.
Experimental Medicine, 192(5):659-669; Levin et al., 1999, J. Immunol., 162(2):677-83; Isaksen et al., 1999, J.
Immunol., 163(11):5971-7). El bloqueo del receptor de IL-7 probablemente bloqueara las actividades tanto de IL-7
como de TSLP.

IL-7, junto con IL-15, es importante para el desarrollo y funcién de las células inmunes, linfocitos By T. IL-7 ayuda al
desarrollo de linfocitos T CD4 y CD8 asi como en la proliferacion y supervivencia de linfocitos T CD4 virgenes y de
memoria. IL-15 es importante para el desarrollo de linfocitos citoliticos naturales (NK), y esta implicada en el
desarrollo de células CD8 de memoria pero no células CD4 de memoria.

Usando un modelo de ratén IL-15 knockout y un anticuerpo dirigido contra la cadena alfa del receptor de IL-7, se
determiné que IL-7 pero no IL-15 es necesaria para la proliferacion de linfocitos T CD8 virgenes, incluyendo células
OTI TgT e lo policlonal CD 44. La proliferaciéon dirigida por homeostasis aguda (HDP) de linfocitos T CD8 de
memoria (OTI o hi policlonal CD44) esta retardada en ratones IL-15 KO y por tratamiento de ratones de tipo silvestre
con anticuerpo monoclonal anti-receptor de IL-7. En ausencia de IL-15 e inhibicién de la funcién del receptor de IL-7,
la proliferacion de linfocitos T de memoria esta casi completamente inhibida. La proliferacion homeostatica basal de
linfocitos T de memoria CD8 esta bloqueada en ratones IL-15 KO. El tratamiento con anticuerpo monoclonal anti-
receptor de IL-7 retardaba la proliferacion en ratones de tipo silvestre. En ausencia de IL-15 y bajo la inhibicion de la
funcion del receptor de IL-7, esta afectada la supervivencia de los linfocitos T. estos resultados indican que IL-7 e IL-
15 son esenciales para la proliferacion y supervivencia de linfocitos T de memoria CD8. Como TSLP e IL-7
comparten actividades funcionales solapantes sobre linfocitos T mediante el receptor de IL-7, se anticipa que TSLP
también funciona promoviendo la proliferacion y supervivencia de linfocitos T de memoria CD8. Los datos de
linfocitos T de memoria indican que TSLP es util para obtener inmunidad a largo plazo, y por tanto puede usarse
como adyuvante de vacuna.

Mas particularmente, TSLP soporta la proliferacion y diferenciacion de progenitores de linfocitos B B220"
comprometidos in vitro (Ray, y col., 1996, Eur. J. Immunol. 26:10-16). Las células incubadas en presencia de IL-7 o
TSLP expresan marcadores de superficie celular caracteristicos de la fase pro linfocito B de diferenciacion de
linfocitos B. TSLP puede reemplazar a IL-7 durante los primeros 4-6 dias de cultivo in vitro para soportar el progreso
de los progenitores de linfocitos B desde precursores bipotenciales no comprometidos. TSLP también puede sustituir
a IL-7 en el soporte de la respuesta proliferativa sostenida mostrada por progenitores de linfocitos B de ratones
CBA/N. TSLP soporta la expansién de células pre B B220" desde higado fetal o médula ésea durante varios dias in
vitro. TSLP también facilita la proliferacién y diferenciacion de células pre B aisladas de médula dsea hasta la fase
de comenzar a ser sensibles a mitdgenos en presencia de la linea celular estromatica S 17.
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TSLP facilita la expresion y diferenciacion de progenitores de linfocitos B in vitro, y puede reemplazar a IL-7 en el
soporte del desarrollo de linfocitos B a partir de precursores B220" asi como progenitores bipotenciales no
comprometidos in vitro. Las técnicas para estimular la proliferacion celular de linaje B y linaje T son bien conocidas
(Ray y col., 1996 supra; Namikawa y col., 1996, Blood 87:1881-1890), asi como técnicas para expandir células
hematopoyéticas a partir de fuentes tales como sangre de cordon umbilical y médula 6sea (W. Piacibello, y col.,
1997, Blood, 89(8):2644-2653). TSLP, sola o en combinacion con otras citoquinas, tales como IL-7, puede usarse
para controlar y amplificar la renovacién y expansion de células madre pluripotentes para trasplante de sangre de
corddn umbilical o médula 6sea.

Se ha usado IL-7 recombinante para reconstituir el sistema inmune de un paciente después de trasplante autélogo
de médula 6sea (Abdul-Hai y col., 1996, Experimental Hematology 24:1416-1422). IL-7 induce la proliferacion y
diferenciacion de células pre B y timocitos inmaduros. TSLP induce efectos proliferativos similares sobre células pre
B. Por lo tanto, TSLP, sola o en combinacién con otras citoquinas o factores de crecimiento tales como IL-7, puede
usarse para estimular la proliferacion y diferenciacion de células hematopoyéticas.

TSLP induce la fosforilacion de tirosina de las dos isoformas de STAT5 (STAT5a y STAT5b), provocando la
formacién del complejo STAT5-ADN y la transcripcion del gen sensible a STAT5 CIS, un modulador de
retroalimentacién de STAT5 (Levin y col., supra; Isaksen y col., supra). STAT5S se ha estudiado extensivamente en
ratones deficientes en STATS5. Una o ambas formas de STAT5 desempefia una tarea en la modulacién del sistema
inmune, hematopoyesis, crecimiento sexualmente dimaérfico, desarrollo mamario, crecimiento capilar, deposicion de
tejido adiposo, y embarazo (Davey, y col., 1999, Am. J. Hum. Genet. 65: 959-965). Muchos casos de células de
leucemia linfoide humana recién aisladas han demostrado mostrar activacion constitutiva de STAT5 (Nosaka, y col.
1999, The EMBO Joumal 18(17):4754-4765).

Como un ejemplo de una actividad regulada por STAT5, STAT5a y STAT5b son necesarias para el crecimiento y
diferenciacion normal de la glandula mamaria (Richer y col., 1998, J. Biol. Chem. 273(47):31317-31326). Ratones
deficientes en STAT5a carecen de brote I6bulo-alveolar mamario proliferativo, y las hembras son incapaces de dar
de lactar. Ratones hembra deficientes en STAT5b tienen un desarrollo alterado de la glandula mamaria.

TSLP parece ser un protagonista central en el desarrollo de linfocitos B y T. Las proteinas TSLP son utiles en
terapias y tratamientos dirigidos a la estimulacion de la proliferacion y maduracion de linfocitos B y/o T, por ejemplo
en el tratamiento de trastornos inmunes, tales como SIDA. La inhibicién de la expresion de TSLP, por ejemplo por un
anticuerpo anti-TSLP, o el acoplamiento del receptor de TSLP con un fragmento no activo de TSLP o analogo
inhibidor de TSLP, puede inhibir el desarrollo y proliferacion de linfocitos B y T, y ser terapéuticamente util, por
ejemplo, en el tratamiento de enfermedades autoinmunes o en la prevencion del rechazo de trasplantes de 6rganos.

Se describen polipéptidos TSLP humanos en el documento WO 00/29581. La secuencia de aminoacidos de una
realizacion preferida de la TSLP humana de longitud completa se da en la SEC ID N° 4. El andlisis informatico
predice que la secuencia polipeptidica madura corresponde a los aminoacidos 29 a 159 de la SEC ID N° 4, mientras
que el péptido sefal se cree que corresponde a los aminoacidos 1 a 28 de la SEC ID N° 4, o como alternativa a los
aminoacidos 1 a 34 o a 116. Los polipéptidos huTSLP pueden estar unidos a membranas o ser polipéptidos
secretados solubles. En una realizacion, el polipéptido soluble puede incluir todo o parte del dominio extracelular,
pero carecer de la regién transmembrana, que causaria la retencion del polipéptido en una membrana celular. Los
polipéptidos TSLP humanos incluyen variantes del polipéptido codificado por la SEC ID N° 4 que tiene al menos un
80% de identidad en la secuencia de aminoacidos con la SEC ID N° 4 y que retiene al menos una funciéon TSLP, asi
como fragmentos de la misma que retienen una funcion TSLP.

Resistencia a proteasa

Las secuencias de acido nucleico que codifican TSLP murina (nUmero de acceso a GenBank AF232937) y TSLP
humana (ndmero de acceso a GenBank AY037115) se desvelan en la solicitud PCT WO 00/29581. Como se
describe mas completamente en los siguientes ejemplos, la expresién del ADNc de TSLP humana en células de
mamifero a menudo produce un producto degradado.

En contraste con TSLP humana, la TSLP murina no se degradaba cuando se expresaba en células de mamifero.
Las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de TSLP humana y murina se compararon, y se hallaron
diferencias significativas. En particular, la secuencia de acido nucleico humana codifica un tramo Unico de
aminoacidos, 127-RRKRV-132, no presente en la proteina murina. Anadlisis adicionales sugirieron que este tramo
Unico de aminoacidos contenia un sitio putativo de escision por furina, 127-RRKRK-131.

Como se describe mas completamente en los siguientes ejemplos, la proteina TSLP humana sobreexpresada y
aislada de cultivos celulares de mamifero, cuando se analizaba, por ejemplo, por electroforesis, contiene varios
polipéptidos, mostrados como numerosas bandas en un gel. Una banda prominente en la mezcla de proteinas tiene
un peso molecular de aproximadamente 6 kD. La secuencia de aminoacidos del fragmento de 6 kD corresponde al
extremo C-terminal de TSLP, lo que sugiere un punto de escision en el sitio de escision por furina, RRKRK. Estos
datos proporcionan evidencias directas de que la degradacion de TSLP humana expresada en células de mamifero
provocaba la escision en el sitio de escision por furina.
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El sitio de escision por furina esta localizado aproximadamente 8 restos antes del inicio de una cuarta hélice de un
conjunto de cuatro hélices en la secuencia de aminoacidos de huTSLP que se cree que es necesario para la
actividad. El truncamiento de huTSLP en este sitio de escision por furina produce una citoquina de conjunto de tres
hélices, y también elimina los ultimos restos de cisteina conservados compartidos entre TSLP de ratén y humana
que se cree que estan implicados en la formacion de enlaces disulfuro intramoleculares. Por consiguiente, la
escision de huTSLP en el sitio de escision por furina se cree que elimina una parte de la molécula que es necesaria
para la actividad biolégica.

En la presente invencion, se ha identificado un sitio de escisién por furina en huTSLP, y se ha modificado para evitar
la escision por furina de huTSLP. De acuerdo con la invencién, se altera uno o mas de los codones que codifican el
sitio de escision por furina, RRKRK, por ejemplo, por mutagénesis dirigida al sitio, para evitar el reconocimiento del
sitio de escision por furina. Preferentemente, se altera uno o mas codones para alterar el sitio de escision. Como el
sitio minimo de reconocimiento por furina es RXXR, cualquier modificacion que altere el patrén RXXR en huTSLP
esta dentro del alcance de la presente invencion.

Polipéptidos TSLP humanos modificados

Los polipéptidos TSLP humanos modificados de la presente invencion incluyen polipéptidos que tienen la secuencia
de aminoacidos de TSLP humana expuesta en la SEC ID N° 4, modificada para desactivar el sitio de escisién por
furina RRKRK [SEC ID N° 6], asi como variantes que tienen una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente
similar a la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 4, o fragmentos de la misma, que son tanto resistentes a
escision por furina como también retienen una actividad funcional de TSLP humana.

Para los propodsitos de la presente invencién, la expresion "sustancialmente similar" se refiere a al menos
aproximadamente un 80% idéntica a, preferentemente al menos aproximadamente un 90% idéntica a, mas
preferentemente al menos aproximadamente un 95% idéntica a, mas preferentemente al menos aproximadamente
un 98% idéntica a, mucho mas preferentemente al menos aproximadamente un 99% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de la proteina inalterada, y que retiene al menos algin grado de al menos una actividad del polipéptido
inalterado. Las sustituciones de aminoacidos que son sustituciones conservativas que probablemente no afectan a la
actividad biolégica se consideran idénticas para los propésitos de la presente invencion e incluyen las siguientes: Ala
para Ser, Val para lle, Asp para Glu, Thr para Ser, Ala para Gly, Ala para Thr, Ser para Asn, Ala para Val, Ser para
Gly, Tyr para Phe, Ala para Pro, Lys para Arg, Asp para Asn, Leu para lle, Leu para Val, Ala para Glu, Asp para Gly,
y las inversas (véase, por ejemplo, Neurath y col., The Proteins, Academic Press, Nueva York (1979)). Puede
hallarse informacion adicional respecto a intercambios de aminoacidos fenotipicamente silenciosos en Bowie y col.,
1999, Science 247: 1306-1310).

Las modificaciones adecuadas para inactivar el sitio de escision por furina incluyen sustituciones, deleciones,
adiciones o combinaciones de éstas, de aminoacidos, que alteran la secuencia de aminoacidos RRKRK para
interrumpir el patrén del sitio de escision por furina RXXR, particularmente alterando el patron RX(R/K)R, (en el que
R se refiere a arginina, K se refiere a lisina, y X se refiere a cualquier aminoacido). En una realizacion, la secuencia
RKRK o RKRKY se ha delecionado en los polipéptidos TSLP modificados de la presente invencion.

Preferentemente, se alteran al menos dos aminoacidos dentro del sitio de escisidon por furina para retirar los
aminoacidos dibasicos arginina o lisina que pueden reconocerse por furina. Por ejemplo, la modificacién puede
provocar la sustitucion de uno o mas aminoacidos bibasicos con uno o mas aminoacidos neutros. Los aminoacidos
bibasicos también pueden delecionarse, o puede hacerse una insercion dentro de la regién de los aminoacidos 127-
131 de la SEC ID N° 4 para alterar el sitio de escision.

En una realizacion, los polipéptidos TSLP modificados de la invenciéon incluyen deleciones de uno o mas,
preferentemente dos o0 mas de los restos de aminoacido 127-RRKRK-131 de la SEC ID N° 4 para alterar el patron de
escision por furina RXXR. Por ejemplo, la delecion de una arginina (R) provoca la secuencia alterada RKRK o
RRKK; la delecion de dos argininas provoca la secuencia alterada KRK o RKK; la delecion de tres argininas provoca
la secuencia alterada KK. Los polipéptidos TSLP modificados también incluyen deleciones de cuatro o los cinco
aminoacidos basicos, por ejemplo, delecionando RKRK, RRKR, o RRKRK en las posiciones de los aminoacidos
128-RKRK-131 0 128-RKRKV-132 de la SEC ID N° 4.

En una realizacion alternativa, los polipéptidos TSLP humanos modificados de la invencion incluyen sustituciones de
aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de TSLP humana, en la que uno o mas, y preferentemente dos o mas
de los restos de aminoacido 127-RRKRK-131 estan sustituidos con un resto diferente de aminoacido, alterando el
patron RXXR. Preferentemente, se sustituye una o mas argininas y/o lisinas con un aminoacido no basico, mas
preferentemente neutro. A modo de ejemplo, la sustitucién de una arginina (R) provoca la secuencia alterada
RXKRK o RRKXK; la sustitucion de dos argininas provoca la secuencia alterada XXKRK o XRKXK; la sustitucion de
tres argininas provoca la secuencia alterada XXKXK. Se prefiere la sustitucion de los cinco aminoacidos basicos que
provoca la secuencia XXXXX, en la que X es un aminoacido no basico, preferentemente un aminoacido neutro.

Los polipéptidos huTSLP modificados de la invencidn también incluyen adiciones de aminoacidos a la secuencia de
aminoacidos huTSLP donde se inserta uno o mas restos de aminoacido en la secuencia de escisién por furina 127-
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RRKRK-131, alterando el patron RXXR. Por ejemplo, pueden insertarse dos o mas aminoacidos, tal como en la
secuencia 127-RRZ,KRK-131 donde Z no es R o0 K, y n no es 1; uno o mas, y preferentemente dos o mas
aminoacidos pueden insertarse entre argininas, o la secuencia 127-RZ,RKRK-131, donde Zno es Ro K, y n no es 2;
y similares. Preferentemente, n es 3, 4 6 5, y Z es un aminoacido neutro.

Polipéptidos TSLP humanos modificados ejemplares

SITIO DE FURINA RXXR

Nativo [SECIDN°4] ... ATQAMKKRRKRKVTTN.... ...
Modificado* [SEC ID N° 10]

Delecion 1 [SEC ID N° 12]

Delecion 2 [SEC ID N° 14]

Delecion 3 [SEC ID N° 16]

Sustitucion* [SEC ID N° 17]

Adicion** [SEC ID N° 18]

X (*) Puede indicar una sustitucion, delecion, insercion o combinacion de éstas, de aminoacidos que altera la
actividad del sitio de escision por furina. En una realizacion ejemplar, por ejemplo, expuesta en la SEC ID N° 10,
todos los aminoacidos indicados por X estan modificados para ser cualquier aminoacido, preferentemente un
aminoacido neutro, diferente de R o L. En otra realizacién, uno o mas, y preferentemente dos o mas de X son una
delecion de aminoacido, mucho mas preferentemente dos mas restos de arginina (R) estan delecionados, y mucho
mas preferentemente cada X representa un aminoacido delecionado. En otra realizacion, uno o mas, y
preferentemente dos o mas de X son una sustitucion de aminoacido que no es K o R, y es preferentemente un
aminoacido neutro. En esta realizacion, XXXXX puede ser, por ejemplo, XRXRX, XRXRK, RXRXX, o RXRXK.

Como se expone en la SEC ID N° 18, Z(**) puede ser cualquier aminoacido que no sea R o K, y preferentemente es
un aminoacido neutro. Como se ha analizado anteriormente, n puede ser cualquier nimero que altere el patrén
RXXR, por ejemplo, n puede ser 1 o mayor, y preferentemente es 3, 4 6 5. Otros procedimientos ejemplares para
desactivar el patron del sitio de escision por furina RXXR y particularmente RXR/KR seran evidentes y estan
incluidos en la invencion.

Ejemplos de polipéptidos huTSLP modificados presentados anteriormente incluyen polipéptidos que tienen las
secuencias de aminoacidos expuestas en las SEC ID N° 10, 12, 14, 16, 17, 6 18, asi como polipéptidos que tienen
una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente similar a estas secuencias, es decir, que tienen al menos un
80% de identidad con estas secuencias de aminoacidos, y que retienen resistencia a escision por furina y que
también tienen al menos una actividad TSLP. La actividad del polipéptido TSLP humano puede determinarse
facilmente, por ejemplo, sometiendo una variante, derivado, o fragmento de un polipéptido TSLP humano al
bioensayo BAF/HRT descrito en el siguiente Ejemplo 3, o usando los ensayos de proliferacion de células NAG8/7
descritos por Friend y col., supra, o a los ensayos de activacion de STAT5 descritos por Levin y col., supra.

Los polipéptidos huTSLP modificados pueden estar unidos a membrana o ser polipéptidos secretados solubles. En
una realizacion, el polipéptido modificado soluble puede incluir todo o parte del dominio extracelular, pero carecer de
la region transmembrana, que causaria la retencion del polipéptido sobre la membrana celular. Los polipéptidos
TSLP humanos incluyen variantes del polipéptido codificado por la SEC ID N° 4 que tiene al menos un 80% de
identidad en la secuencia de aminoacidos con la SEC ID N° 4 y que retiene al menos una funcién TSLP, asi como
fragmentos de los mismos tales como el dominio soluble que retiene una funcién TSLP.

Derivados utiles de los polipéptidos modificados de la invencidn incluyen, por ejemplo, polipéptidos TSLP humanos
modificados unidos a al menos un resto quimico adicional, o a al menos un polipéptido heterélogo adicional para
formar un conjugado covalente o agregado tal como grupos glucosilo, lipidos, fosfato, grupos acetilo, o proteinas de
fusion C-terminales o N-terminales y similares. Los polipéptidos heterdlogos preferidos incluyen aquellos que
facilitan la purificacion, estabilidad, direccionamiento celular o tisular, o secrecién de la TSLP humana modificada.

Las modificaciones de la secuencia de aminoacidos de polipéptidos TSLP humanos pueden realizarse por
cualquiera de varias técnicas conocidas. Por ejemplo, pueden introducirse mutaciones en localizaciones particulares
por procedimientos conocidos tales como mutagénesis dirigida por oligonucleétidos (Walder y col., 1986, Gene,
42:133; Bauer y col., 1985, Gene 37:73; Craik, 1985, BioTechniques, 12-19; Smith y col., 1981, Genetic Engineering:
Principles and Methods, Plenum Press; y patente de Estados Unidos N° 4.518.584 y patente de Estados Unidos N°
4.737.462).

Los polipéptidos TSLP humanos modificados de la presente invencién se proporcionan preferentemente en una
forma aislada, y preferentemente estan sustancialmente purificados. Los polipéptidos pueden recuperarse y
purificarse de cultivos de células recombinantes por procedimientos conocidos, incluyendo precipitacion con sulfato
de amonio o etanol, cromatografia de intercambio aniénico o catidnico, cromatografia en fosfocelulosa,
cromatografia de interaccion hidréfoba, cromatografia de afinidad, cromatografia en hidroxilapatita, y cromatografia
en lectina. En una realizacion preferida, se emplea cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) para la
purificacion.
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Puede fusionarse TSLP humana modificada a regiones heterdlogas usadas para facilitar la purificacion del
polipéptido. Muchos de los péptidos disponibles (marcas peptidicas) permiten la union selectiva de la proteina de
fusibn a un comparfiero de unidén. Ejemplos no limitantes de marcas peptidicas incluyen 6-His, tiorredoxina,
hemaglutinina, GST, y la marca de secuencia sefial OmpA. Un compafero de unién que reconoce y se une al
péptido puede ser cualquier molécula o compuesto incluyendo iones metalicos (por ejemplo, columnas de afinidad
por metales), anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, y cualquier proteina o péptido, que se une al péptido
heterdlogo para permitir la purificacion de la proteina de fusion.

Pueden usarse fragmentos que abarcan un sitio de escision por furina modificado, incluyendo un fragmento donde el
sitio de escision por furina se ha delecionado, para generar anticuerpos especificos contra polipéptidos huTSLP
modificados. Los fragmentos deben ser cortos, entre 5 y 20 aminoacidos, y preferentemente entre 5 y 10
aminoacidos. Usando técnicas de seleccidon conocidas, pueden seleccionarse epitopos especificos y usarse para
generar anticuerpos monoclonales o policlonales. Dichos anticuerpos tienen utilidad en el ensayo de la actividad
huTSLP resistente a proteasa, especificamente la identificacion de la expresion de huTSLP resistente a proteasa, y
en la purificacién de la huTSLP modificado de cultivo celular.

Secuencias polinucleotidicas de TSLP modificada

La invenciéon también proporciona moléculas aisladas de acido nucleico que comprenden polinucleétidos que
codifican los polipéptidos huTSLP modificados de la presente invencién. Los polinucleétidos de la invencion incluyen
aquellos que tienen una modificacién de la secuencia de nucleétidos en fase que altera o desactiva de otro modo los
codones que codifican el sitio de escision por furina RRKRK [SEC ID N° 6] posicionado en aproximadamente los
restos de aminoacido 127-131 de la SEC ID N° 4, tal como, por ejemplo, la secuencia polinucleotidica AGG AGA
AAA AGG AAA [SEC ID N° 5]. Las maodificaciones adecuadas incluyen sustituciones, deleciones, adiciones o
combinaciones de éstas del acido nucleico en fase, que alteran la secuencia que codifica RRKRK para alterar el
patrén del sitio de escision por furina RXXR codificado, particularmente RX(R/K)R. Por ejemplo, en una realizacion,
la secuencia: AGA AAA AGG AAA GTC [SEC ID N° 7] que codifica una secuencia de aminoacidos RKRKV [SEC ID
N° 8] esta delecionada.

Polinucleétidos TSLP humanos modificados ejemplares

SITIO DE FURINA K K R R K R K v 1T T
Nativo [SEC ID N° 3] AAG AAG AGG AGA AAA AGG AAA GTC ACA ACC
Modificado* [SEC ID N° 9] AAG AAG XXX XXX XXX Xxx xxx GTC ACA ACC
Delecion 1 [SEC ID N° 11] AAG AAG AGG ... ... ... ... GTC ACA ACC
Delecién 2 [SEC ID N° 14] AAG AAG ... ... ... ... ... GTC ACA ACC
Delecion 3 [SEC ID N° 16] AAG AAG ... +v+ +uv +ue ... ... ACA ACC

x (*) puede indicar cualquier sustitucion, delecion, insercion o combinacion de éstas, de nucledtidos en fase, que
altere la actividad del sitio de escision por furina.

En una realizacion ejemplar expuesta en la SEC ID N° 9, cada xxx codifica cualquier aminoacido excepto R o L,
preferentemente un aminoacido neutro. En otra realizacion, uno o mas, y preferentemente dos o mas codones xxx
estan delecionados, mucho mas preferentemente dos o mas codones que codifican restos de arginina (R) estan
delecionados, y mucho mas preferentemente cada xxx representa un codén delecionado. En otra realizacién, uno o
mas, y preferentemente dos o mas de x son sustituciones de nucleétidos que no forman codones que codifican K o
R, y preferentemente codifican aminoacidos neutros. En una realizacion adicional, uno o mas codones estan
insertados para alterar la secuencia de aminoacidos del sitio de escisién por furina, como se ha analizado
anteriormente, por ejemplo, RRKZ,RK. Seran evidentes otros procedimientos ejemplares para modificar los codones
para desactivar el patron del sitio de escision por furina RXXR y particularmente RXR/KR y se incluyen en la
invencion.

Por lo tanto, los polinucledtidos huTSLP modificados de la invencion incluyen polinucleétidos que tienen deleciones,
sustituciones o adiciones en fase en la SEC ID N° 3, siempre que la adicién, delecién o sustitucién desactive el sitio
de escisiéon y codifique una molécula polipeptidica huTSLP resistente a furina que retenga una actividad TSLP.
Ademas, los polinucleétidos de la invencién abarcan polinucleétidos que tienen secuencias que son sustancialmente
similares a esta SEC ID N° 3 modificada, o un fragmento de la SEC ID N° 3, y que codifica polipéptidos modificados
TSLP que retienen tanto al menos una actividad TSLP como resistencia a furina. Como se usa en el presente
documento, una molécula de acido nucleico es "sustancialmente similar a" otra molécula de acido nucleico si su
secuencia polinucleotidica es al menos un 80% idéntica, preferentemente un 90% idéntica, mas preferentemente un
95% idéntica, mas preferentemente un 98% idéntica, y mucho mas preferentemente un 99% idéntica a la secuencia
de la segunda molécula de acido nucleico, y si codifica un polipéptido TSLP modificado de la presente invencion que
retiene tanto una actividad TSLP como resistencia a furina. La identidad de secuencia polinucleotidica se determina
por procedimientos conocidos, por ejemplo por alineacion de dos secuencias en un programa de software tal como
el programa MACAW creado por Greg Schuler. Ademas, el porcentaje de identidad puede determinarse por
inspeccion visual y calculo matematico, o por comparacion de la informaciéon de secuencia usando el programa
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informatico GAP, version 6 descrito por Devereux y col., 1984, Nucl. Acids Res. 12:387, y disponible en la University
of Wisconsin Genetics Computer Group (UWGCG).

Los polinucledtidos huTSLP modificados de la presente invencion pueden ser ADNc, ADN sintetizado quimicamente,
ADN amplificado por PCR, ARN, o combinaciones de los mismos. Debido a la degeneracién del cédigo genético,
dos secuencias de ADN pueden diferir y aun codificar secuencias de aminoacidos idénticas. La presente invencion
por tanto proporciona una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia polinucleotidica que codifica un
polipéptido huTSLP modificado. Las moléculas de acido nucleico de la presente invencién que tienen una secuencia
polinucleotidica que codifica un polipéptido que es sustancialmente similar a la SEC ID N° 4 que se ha modificado
para inactivar el sitio de escision por furina RRKRK. Como se usa en el presente documento, "sustancialmente
similar" se refiere a un polipéptido que tiene al menos un 80% de identidad en la secuencia de aminoacidos con la
SEC ID N° 4 modificada, en la que el polipéptido retiene tanto resistencia a escisién por furina como una actividad
TSLP.

La presente invencion también incluye polinucleétidos que tienen la SEC ID N° 9, 11, 13, 6 15 y polinucleétidos que
son sustancialmente similar a estas secuencias polinucleotidicas. Ademas, la presente invencidén proporciona
polinucleétidos que codifican los polipéptidos de la SEC ID N° 10, 12, 14, 16, 17, 6 18, y polinucledtidos que
codifican polipéptidos que son sustancialmente similares a estos polipéptidos.

Los fragmentos Utiles de los polinucledtidos de la invencién incluyen sondas y cebadores. Estos pueden usarse, por
ejemplo, en procedimientos de PCR para amplificar y detectar la presencia de polinucleétidos huTSLP modificados
in vitro, asi como en transferencias de Southern y Northern para el analisis de huTSLP resistente a proteasa.
También pueden identificarse células que sobreexpresan de forma transitoria o estable las moléculas
polinucleotidicas huTSLP resistentes a proteasa de la invencion mediante el uso de dichas sondas. Los
procedimientos para la produccion y uso de dichos cebadores y sondas son conocidos.

Otros fragmentos utiles incluyen oligonucleotidos antisentido o con sentido que comprenden una secuencia de acido
nucleico monocatenaria capaz de unirse a una secuencia diana de ARNm (usando una hebra con sentido) o ADN
(usando una hebra antisentido) de huTSLP modificada.

Vectores y células huésped

La presente invencién proporciona vectores que contienen los polinucleétidos descritos anteriormente, asi como
células huésped transformadas con dichos vectores. Cualquiera de las moléculas polinucleotidicas de la invencion
puede estar contenida en un vector, que generalmente incluye un marcador de seleccién y un origen de replicacion,
para su propagacion en un huésped. Los vectores incluyen adicionalmente secuencias adecuadas reguladoras de la
transcripcion o la traduccion, tales como las obtenidas de un gen de mamifero, microbiano, viral, o de insecto, unidas
de forma funcional a la molécula polinucleotidica huTSLP modificada. Ejemplos de dichas secuencias reguladoras
incluyen promotores de la transcripcion, operadores, o potenciadores, sitios de uniéon al ribosoma de ARNm, y
secuencias apropiadas que controlan la transcripcion y la traduccion. Las secuencias de nucledtidos estan unidas de
forma funcional cuando la secuencia reguladora se refiere funcionalmente al ADN que codifica la proteina diana. Por
tanto, una secuencia de nucleétidos promotora esta unida de forma funcional a una secuencia de ADN de huTSLP
modificada si la secuencia de nucledtidos promotora dirige la transcripcion de la secuencia modificada de TSLP.

La seleccion de vectores adecuados para la clonacién de moléculas polinucleotidicas de huTSLP resistente a
proteasa de la presente invencion dependera de la célula huésped en que se transformara el vector y, cuando sea
aplicable, la célula huésped a partir de la cual tiene que expresarse el polipéptido diana. Las células huésped
adecuadas incluyen células procariotas, de levadura, y eucariotas superiores, cada una de las cuales se analiza a
continuacion. Obsérvese que la expresion de los polipéptidos huTSLP modificados es preferible en células de
mamifero.

Los polipéptidos huSLP modificados a expresar en células huésped también puede ser una proteina de fusioén, que
incluye el polipéptido TSLP y al menos un polipéptido heterélogo. Como se ha analizado anteriormente, los
polipéptidos heterdlogos pueden fusionarse al polipéptido TSLP para facilitar, por ejemplo, la secrecion, estabilidad,
purificacion, y/o direccionamiento del polipéptido huTSLP modificado. Ejemplos de proteinas de fusion
proporcionadas por la presente invencion incluyen fusiones de polipéptidos modificados TSLP con, por ejemplo
polipéptidos Fc y dominios de cremallera de leucina para promover la oligomerizacion de los polipéptidos TSLP
como se describe en el documento WO 00/29581.

En otra realizacion, puede incorporarse una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido sefial apropiado en un
vector de expresion. Una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido sefial (lider de secrecion) puede
fusionarse en fase a la secuencia modificada de huTSLP de modo que la huTSLP modificada se traduzca en forma
de una proteina de fusion que comprende el péptido sefial. Un péptido sefial que es funcional en la célula huésped
pretendida promueve la secrecion extracelular del polipéptido. Preferentemente, la secuencia sefial se escindira del
polipéptido huTSLP modificado tras la secrecion del polipéptido desde la célula. Ejemplos no limitantes de
secuencias sefial que pueden usarse en la practica de la invencion incluyen el factor | de lavaduras y el lider de la
melatina de la abeja melifera en células de insecto Sf9.
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Las células huésped adecuadas para la expresion de polipéptidos diana de la invencién incluyen células procariotas,
de levadura, y eucariotas superiores; son mas preferidas las células de mamifero. Los huéspedes procariotas
adecuados que pueden usarse para la expresion de estos polipéptidos incluyen bacterias de los géneros
Escherichia, Bacillus, y Salmonella, asi como miembros de los géneros Pseudomonas, Streptomyces, y
Staphylococcus. Para la expresion en células procariotas, por ejemplo E. coli, la molécula polinucleotidica que
codifica el polipéptido huTSLP modificado preferentemente incluye un resto de metionina N-terminal para facilitar la
expresion del polipéptido recombinante. La Met N-terminal puede escindirse opcionalmente del polipéptido
expresado.

Los vectores de expresion para su uso en huéspedes procariotas generalmente comprenden uno o mas genes
marcadores de seleccion fenotipica. Dicho gen generalmente codifica, por ejemplo, una proteina que confiere
resistencia a antibiéticos o que aporta una necesidad auxotréfica. Esta facilmente disponible una amplia diversidad
de dichos vectores en fuentes comerciales. Ejemplos incluyen vectores pSPORT, vectores pGEM (Promega),
vectores pPROEX (LTI, Bethesda, MD), vectores Bluescript (Stratagene), y vectores pQE (Qiagen).

La huTSLP modificada también puede expresarse en células huésped de levadura de géneros que incluyen
Saccharomyces, Pichia, y Kluveromyces. Son huéspedes de lavadura preferidos S. cerevisiae, y P. pastoris. Los
vectores de levadura a menudo contienen una secuencia de origen de replicacion de un plasmido de levadura 2T,
una secuencia de replicacion autébnoma (ARS), una regidén promotora, secuencias para la poliadenilacion,
secuencias para la terminacion de la transcripcion, y un gen marcador de seleccion. También pueden usarse
vectores replicables tanto en levaduras como en E. coli (llamados vectores lanzadera). Ademas de las
caracteristicas mencionadas anteriormente de los vectores de levaduras, un vector lanzadera también incluira
secuencias para la replicacion y la seleccion en E. coli. La secrecion directa de los polipéptidos diana expresados en
huéspedes de levadura puede realizarse mediante la inclusion de una secuencia de nucleétidos que codifique la
secuencia lider del factor | de levadura en el extremo 5' de la secuencia de nucleétidos que codifica huTSLP
modificada.

También pueden usarse sistemas de cultivo de células huésped de insecto para la expresion de los polipéptidos
huTSLP modificados. Los polipéptidos diana de la invencién se expresan preferentemente usando un sistema de
expresion de baculovirus, como se describe en una revision de Luckow y Summers, 1988, Bio/Technology 6:47.

En la realizacién preferida, los polipéptidos huTSLP modificados de la invenciéon se expresan en células huésped de
mamifero. Ejemplos no limitantes de lineas celulares de mamifero adecuadas incluyen la linea COS-7 de células
renales de mono (Gluzman y col., 1981, Cell 23:175), células de ovario de hamster chino (CHO) (Puck y col., 1958,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 60: 1275-1281), células CV-1 (ATC CRL-10478), células 293, células COS, y células de
carcinoma cervical humano (HELA) (ATCC CCL 2).

La eleccion de un vector de expresion adecuado para la expresion de los polipéptidos diana de la invencion
dependera de la célula huésped de mamifero especifica a usar. Ejemplos de vectores de expresion adecuados
incluyen pDC 409 (McMahan y col., 1991, EMBO J. 10:2821), pDC 317 (Source), pcDNA3.1/Hygro (Invitrogen),
pSVL (Pharmacia Biotech) y los vectores descritos en el documento WO 01/27299.

Los vectores de expresion para su uso en células huésped de mamifero pueden incluir secuencias de control de la
transcripcion y la traduccion derivadas de genomas virales. Las secuencias promotoras y las secuencias
potenciadoras habitualmente usadas que pueden usarse para expresar la TSLP humana modificada incluyen,
aunque sin limitacion, las derivadas de citomegalovirus humano (CMV), Adenovirus 2, Poliomavirus, y virus de simio
40 (SV40). Los procedimientos para la construccion de vectores de expresion de mamifero se desvelan, por
ejemplo, en Okayama y Berg, 1983, Mol. Cell. Biol. 3:280; Cosman y col., 1986, Mol. Immunol. 23: 935; Cosman y
col., 1984, Nature 312:768; documento EP-A-0367566; y documento WO 91/18982.

La modificacion de una molécula polinucleotidica de huTSLP resistente a proteasa para facilitar la inserciéon en un
vector particular (por ejemplo, por modificacion de sitios de restriccion), facilitar el uso en un sistema de expresion o
huésped particular (por ejemplo, usando codones preferidos de huésped), y similares, son conocidos y se
contemplan para su uso en la invenciéon. Los procedimientos de ingenieria genética para la produccion de
polipéptidos TSLP humanos modificados incluyen la expresiéon de las moléculas polinucleotidicas en sistemas de
expresion sin células, en huéspedes celulares, en tejidos, y en modelos animales, de acuerdo con procedimientos
conocidos.

Composiciones

La invencién proporciona composiciones que contienen un polipéptido huTSLP modificado sustancialmente
purificado de la invencion y un vehiculo. Para aplicaciones terapéuticas, la invencion proporciona composiciones
adaptadas para uso farmacéutico, por ejemplo, que contienen un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las
composiciones farmacéuticas de la invencion se administran a células, tejidos, o pacientes, por ejemplo, para inducir
la actividad de linfocitos B y T; y para tratamiento terapéutico, por ejemplo, en la estimulacion de la proliferacion y
desarrollo de células inmunes en pacientes inmunosuprimidos, por ejemplo con SIDA. Las composiciones
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farmacéuticas que contienen un polipéptido huTSLP modificado también son utiles como adyuvantes de vacuna, por
ejemplo, utiles para obtener inmunidad a largo plazo.

La invencion también proporciona reactivos, composiciones, y procedimientos que son Utiles para el analisis de la
actividad de linfocitos B y T; para el andlisis de la actividad STAT5; y para el analisis de los efectos
inhibidores/estimuladores de moléculas sefial implicadas en respuestas del sistema inmune innato.

Anticuerpos

Los polipéptidos de la presente invencion, por completo o en parte, pueden usarse para generar anticuerpos que son
utiles en ensayos para detectar la expresion del polipéptido huTSLP modificado y para la purificacion de TSLP
humana modificada sobreexpresada. Los anticuerpos contra polipéptidos modificados TSLP pueden usarse como
antagonista de la actividad TSLP en un sistema. Los procedimientos para la seleccion de epitopos peptidicos y la
produccion de anticuerpos son conocidos. Véase, por ejemplo, Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow and Land
(eds.), 1988 Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.; Monoclonal Antibodies, Hybridomas: A
New Dimension in Biological Analyses, Kennet y col. (eds.), 1980 Plenum Press, Nueva York.

Ademas de la produccion de anticuerpos, todo o una parte del polipéptido TSLP modificado de la invencién puede
usarse, por ejemplo, como resto de direccionamiento para dirigir la unién a células y tejidos que expresan receptores
de TSLP.

Ensayos

La actividad TSLP humana puede identificarse y medirse usando varios ensayos incluyendo ensayos que implican
los efectos de huTSLP sobre la proliferacion y desarrollo de linfocitos By T. Uno de dichos ensayos se describe en
el Ejemplo 3. Pueden usarse células BAF que expresan receptores de TSLP humana (BAF/HTR) que requieren
TSLP activa para la proliferacién para medir la actividad TSLP como se describe en el Ejemplo 3 en el presente
documento. Ensayos adicionales para la actividad hTSLP incluyen, por ejemplo, un ensayo que mide la induccion
del crecimiento de linfocitos T a partir de médula ésea humana por TSLP que se describe en el documento WO
00/29581. Otra actividad TSLP es la capacidad de activar STAT5 como se describe en la referencia a Levin y col.,
1999, J. Immunol. 162:677-683, y en el Ejemplo 4 en el presente documento.

Estos ensayos pueden usarse para determinar y cuantificar en una base relativa la actividad TSLP, para diversos
polipéptidos modificados TSLP incluyendo variantes y derivados. Ademas, estos ensayos pueden usarse para
identificar agentes que actian modificando la actividad TSLP, o eliminando la actividad TSLP. Por ejemplo, una
actividad inferior en el ensayo de huTSLP modificado activado en presencia del agente de ensayo, en comparacion
con la ausencia del agente de ensayo, indica que el agente de ensayo ha disminuido la actividad de la huTSLP
modificada. Una actividad superior en el ensayo de huTSLP resistente a proteasa activada en presencia del agente
de ensayo que en ausencia del agente de ensayo indica que el agente de ensayo ha aumentado la actividad de la
huTSLP resistente a proteasa. Pueden usarse estimuladores e inhibidores de huTSLP modificada para aumentar,
inhibir, o modificar la actividad mediada por huTSLP, y por lo tanto pueden tener usos terapéuticos. Por ejemplo, los
inhibidores de huTSLP modificada pueden ser utiles para reducir la actividad de linfocitos B y T, por ejemplo en
enfermedades autoinmunes o en pacientes que experimentan transplantes de érganos.

Aplicaciones terapéuticas

Los polipéptidos huTSLP modificados de la invenciéon pueden usarse terapéuticamente del mismo modo conocido
para el uso terapéutico del polipéptido huTSLP, como se analiza en las publicaciones referenciadas anteriormente.
TSLP humana es eficaz para estimular las actividades de linfocitos B 'y T. Por ejemplo, huTSLP, y preferentemente
cantidades micromolares de huTSLP modificada soluble induce la diferenciacion, proliferacion y actividad de
linfocitos B y T. Dicha administracion es terapéuticamente util en el tratamiento de infecciones bacterianas y viricas,
asi como en el tratamiento de células tumorales y deficiencias autoinmunes.

Ademas, los polipéptidos de la presente invencion pueden usarse solos o en combinacién con IL-7 para reconstituir
el sistema inmune de un paciente después de transplante autélogo de médula 6sea (véase, por ejemplo Abdul-Hai y
col., 1996, Experimental Hematology, 24:1416-1422). TSLP, debido a sus efectos conocidos sobre STAT5, también
puede usarse en terapias dirigidas a modificar los efectos de STAT5 sobre un paciente (véase Richery col., 1998, J.
Biol. Chem., 273(47):31317-31326; Davey y col., 1999, Am. J. Hum. Genet., 65:959-965; Nosaka y col., 1999, EMBO
J, 18(17):4754-4765).

Los polinucledtidos y polipéptidos TSLP humanos modificados, incluyendo vectores que expresan huTSLP
modificada, de la invencion pueden formularse en forma de composiciones farmacéuticas y administrarse a un
huésped, preferentemente huésped mamifero, incluyendo un paciente humano, en una diversidad de formas
adaptadas para la via elegida de administracion. Los compuestos se administran preferentemente en combinacion
con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, y pueden combinarse con o conjugarse con agentes de suministro
especificos, incluyendo anticuerpos de direccionamiento y/o citoquinas.
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La TSLP humana modificada puede administrarse por técnicas conocidas, tales como por via oral, via parental
(incluyendo inyeccion subcutanea, intravenosa, intramuscular, intraesternal o técnicas de infusién), por pulverizacion
de inhalacién, por via tépica, por absorcion a través de una membrana mucosa, o por via rectal, en formulaciones
unitarias de dosificacion que contienen vehiculos, adyuvantes o medios convencionales farmacéuticamente
aceptables no toxicos. Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden estar en forma de suspensiones o
comprimidos adecuados para administracion oral, pulverizaciones nasales, cremas, preparaciones inyectables
estériles, tales como suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles o supositorios.

Para administracién oral en forma de una suspensién, las composiciones pueden prepararse de acuerdo con
técnicas bien conocidas en la técnica de formulacién farmacéutica. Las composiciones pueden contener celulosa
microcristalina para conferir volumen, acido alginico o alginato sédico como agente de suspension, metilcelulosa
como potenciador de la viscosidad, y edulcorantes o agentes aromatizantes. Como comprimidos de liberacion
inmediata, las composiciones pueden contener celulosa microcristalina, almidon, estearato de magnesio y lactosa u
otros excipientes, aglutinantes, diluentes, disgregantes, diluyentes y lubricantes conocidos en la técnica.

Para administracién por inhalacién o aerosol, los comprimidos pueden prepararse de acuerdo con técnicas bien
conocidas en la técnica de formulacion farmacéutica. Las composiciones pueden prepararse en forma de soluciones
en solucion salina, usando alcohol bencilico u otros conservantes adecuados, promotores de la absorcion para
potenciar la biodisponibilidad, fluorocarbonos u otros agentes de solubilizacién o dispersantes conocidos en la
técnica.

Para la administracion en forma de soluciones o suspensiones inyectables, las composiciones pueden formularse de
acuerdo con técnicas bien conocidas en la técnica, usando agentes adecuados de dispersién o humectantes y de
suspension, tales como aceites estériles, incluyendo mono- o diglicéridos, y acidos grasos, incluyendo acido oleico.

Para administracién rectal en forma de supositorios, las composiciones pueden prepararse mezclando con un
excipiente no irritante adecuado, tal como manteca de cacao, ésteres sintéticos de glicérido o polietilenglicoles, que
son sélidos a temperatura ambientes, pero se licuan o disuelven en la cavidad rectal para liberar el farmaco.

Las vias de administracion preferidas incluyen via oral, parenteral, asi como intravenosa, intramuscular o
subcutanea. Mas preferentemente, los compuestos de la presente invencién se administran por via parenteral, es
decir, intravenosa o intraperitoneal, por infusion o inyecciéon. En una realizacion de la invencion, los compuestos
pueden administrarse directamente a un tumor por inyeccion al tumor; o por suministro sistémico por inyeccion
intravenosa.

Las soluciones o suspensiones de los compuestos pueden prepararse en agua, solucién salina isoténica (PBS) y
opcionalmente mezclarse con un tensioactivo no toxico. Las dispersiones también pueden prepararse en glicerol,
polietileno liquido, glicoles, ADN, aceites vegetales, triacetina y mezclas de los mismos. En condiciones habituales
de almacenamiento y uso, estas preparaciones pueden contener un conservante para evitar el crecimiento de
microorganismos.

La forma de dosificacion farmacéutica adecuada para uso en inyecciéon o infusidn puede incluir soluciones o
dispersiones acuosas estériles o polvos estériles que comprenden un ingrediente activo que estan adaptado para la
preparacion improvisada de soluciones o dispersiones inyectables o infundibles estériles. En todos los casos, la
forma de dosificacion final debe ser estéril, fluida y estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento. El
medio o vehiculo liquido puede ser un disolvente o medio de dispersion liquido que comprende, por ejemplo, agua,
etanol, un poliol tal como glicerol, propilenglicol, o polietilenglicoles liquidos y similares, aceites vegetales, ésteres no
toxicos de glicerilo, y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo,
mediante la formaciéon de liposomas, por el mantenimiento del tamafio de particula necesario, en el caso de
dispersion, o mediante el uso de tensioactivos no téxicos. La prevencion de la accion de microorganismos puede
realizarse por diversos agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido
sorbico, timerosal, y similares. En muchos casos, sera deseable incluir agentes isotonicos, por ejemplo, azlcares,
tampones, o cloruro sédico. La absorcion prologada de las composiciones inyectables puede producir mediante la
inclusion en la composicion de agentes que retardan la absorcion, por ejemplo, hidrogeles de monoestearato de
aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando los compuestos en la cantidad necesaria en el
disolvente apropiado con otros diversos ingredientes enumerados anteriormente y, segun sea necesario, seguido de
esterilizacion en filtro. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los
procedimientos preferidos de preparacion son técnicas de secado al vacio y secado por congelacion, que producen
un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional presente en las soluciones previamente
filtradas a esterilidad.

Habiendo descrito la invencion en lineas generales, la misma se comprendera mas facilmente por referencia a los
siguientes ejemplos, que se proporcionan a modo de ilustracion y no pretenden ser limitantes.
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Ejemplos
Ejemplo 1: Reconocimiento y modificacion del sitio de escision por furina

Las secuencias de acido nucleico que codifican TSLP murina (nimero de acceso a GenBank AF232937) [SEC ID N°
3] y TSLP humana [SEC ID N° 5] se desvelaron en la solicitud PCT WO 00/29581. La produccion de cantidades
utiles de ADNc humano de TSLP en células de mamifero esta dificultada, sin embargo, ya que la expresion en
células de mamifero a menudo produce un producto degradado.

La expresion de TSLP recombinante humana en células de mamifero proporcioné cantidades sustancialmente
inferiores de proteina recombinante de longitud completa que las esperadas. Una parte de la proteina expresada
estaba en una forma fragmentada escindida, que tiene un producto de degradacioén principal de 6 kD. En contraste
con TSLP humana, la TSLP murina no se degradaba cuando se expresaba en células de mamifero. Las secuencias
de acido nucleico y de aminoacidos de la TSLP humana y murina se compararon después. Como se muestra en la
Tabla 1, la comparacion de la secuencia de aminoacidos de TSLP humana con una secuencia de aminoacidos de
TSLP murina revelé una serie de restos, comenzando en el resto 128, hallada exclusivamente en la TSLP humana
(128-RKRKV-132). Tras investigacion adicional, se determind que los restos representaban un sitio putativo de
escision por furina (127-RRKRK-131). De forma importante, la posiciéon del sitio putativo de escision por furina se
correlacionaba con la liberacion de un fragmento C-terminal de aproximadamente 6 kD de TSLP humana.

La secuencia de aminoacidos de huTSLP incluye una region hidréfoba N-terminal que funciona como péptido sefial
seguida de una serie de 4 hélices que forma una estructura de citoquina de conjunto de cuatro hélices. El sitio
putativo de escisién por furina esta posicionado aproximadamente 8 aminoacidos antes del inicio de la cuarta hélice
del conjunto de cuatro hélices. El truncamiento de la proteina en el sitio de escisién puede producir una proteina
TSLP humana inactivada.

Tabla 1: Comparacion de polipéptidos TSLP murinos y humanos

Humano 1 MFPFALLYVLSVSFRKIFILQ.LVGLVLTYDFTNCDFEKIKAAYLSTISK 49
Ratén 1 MVLLRSLFILOVLVRMGLTYNFSNCNFTSITKIYCNIIFH 40
Humano 50 DLITYMSGTKSTEFNNTVSCSNRPHCLTEIQSLTENPTAGCASLAKEMEA 99
Ratén 50 DLTGDLKGAK. . .FEQIEDCESKPACLLKIEYYTLNPIPGCPSLPDKTFA 87
Humano 100 MKTKAALAIWCPGYSETQIN.ATQAMKKIRRKRKVTTNKCLEQVSQLOGLWR 148
Ratén 100 RRTREALNDHCPGYPETERNDGTQEMAQE. .. .. VONICLNQTSQILRLW 132

Humano 150 RFNRPLLKQQ [SEC ID N° 4]
Ratén 150 YSFMQSPE [SEC ID N° 2]

Cuando se expresa la proteina TSLP y se aisla de cultivos celulares de mamifero, y se analiza, por ejemplo, por
electroforesis, se producen varios polipéptidos, mostrados en forma de numerosas bandas en un gel. La banda mas
prominente en la mezcla de proteinas tiene un peso molecular de aproximadamente 6 kD. La secuencia de
aminoacidos del fragmento de 6 kD corresponde con el extremo C-terminal de TSLP, lo que sugiere un punto de
escision en el sitio de escisiéon por furina, RRKRK. Estos datos proporcionan evidencias directas de que la
degradacion de TSLP humana expresada en células de mamifero resulta de la escisién en el sitio de escisiéon por
furina.

Ejemplo 2: Mutagénesis del sitio de furina TSLP humana

Se us6 mutagénesis dirigida al sitio para inactivar el sitio de escision por furina a partir del transcrito TSLP humana
poli-His FLAG, usando 313-TSLP-humana His-FLAG (n°® 14095) (1 mg/ml) como molde. Se usé una serie de
reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) para delecionar la secuencia de nucledtidos: AGA AAA AGG AAA
GTC [SEC ID N° 7] que codifica el segmento de huTSLP que contienen el sitio putativo de escision por furina:
RKRKYV [SEC ID N° 8]. Ademas, se disefié una combinacion de cebadores para crear un sitio de restriccién Sal-1 en
el extremo 5' y un sitio Not-1 en el extremo 3'. Los cebadores fueron los siguientes:

1. Directo (Sal-1): 5-GTCGACGCCACCATGTTCCCT-3' [SEC ID N° 19]

2. Directo: 5-ATGAAGAAGAGGACAACCAATAAATGTC-3' [SEC ID N° 20]
3. Inverso: 5'-GACATTTATTGGTTGTCCTCTTCTTCAT-3' [SEC ID N° 21]
4. Inverso (Not-1): 5-~AGCGGCCGCTCATTTGTCGTC-3' [SEC ID N° 22]

La secuencia polinucleotidica de TSLP humana se muestra a continuacion:

TSLP HUMANA (GenBank AY037115)
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1 gcagccagaa agctctggag catcagggag actccaactt aaggcaacag catgggtgaa

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

taagggcttc
aaggcaggcc
tggaattggg
caggaaaatc
tgactttgag
tatgagtggg
ttgccttact
caaagaaatg
ggaaactcag
caataaatgt
tttactgaaa
catctttatt

ctgtggactg
ttacagatct
tgtccacgta
ttcatcttac
aagattaaag
accaaaagta
gaaatccaga
ttcgccatga
ataaatgcta
ctggaacaag
caacagtaaa

aagtaaaaaa

gcaatgagag
cttacactcg
tgttcccttt
aacttgtagg
cagcctatct
ccgagttcaa
gcctaacctt
aaactaaggc
ctcaggcaat
tgtcacaatt
ccatctttat

aaa

gcaaaacctg
tggtgggaag
tgccttacta
gctggtgtta
cagtactatt
caacaccgtc
caatcccacc
tgcecttaget

gtgcttgagce
agtttagtgt
tatgttctgt
acttacgact
tctaaagacc
tcttgtagca
gccggcectgeg
atctggtgcc

actggcccect
gaaactgggg
cagtttcttt
tcactaactg
tgattacata
atcggccaca
cgtcgctecge
caggctattc

gaagaag@agg

agaaaaagga

aagtclacaac

acaaggattg
tatggtcata

[SEC ID N°: 3]

tggcgtcget
tttcacagcc

tcaatcgacc
caaaataaat

Se formd un producto de PCR de 409 bases usando los cebadores 1 y 3 en una primera reaccion de PCR. El
cebador 1 incluye un sitio de restriccion Sal-1, mientras que el cebador 3 deleciona la secuencia de escision por
furina de 15 bases. Se form6 un segundo producto de PCR de 162 bases usando los cebadores 2 y 4 en una
segunda reaccion de PCR, incluyendo el cebador 4 un sitio de restriccion NOT-1, mientras que el cebador 2
deleciona el sitio de escisién por furina de 15 bases.

Las reacciones de PCR contenian 10 Tl de tampon Amplitaq 10x; 1TI de Amplitaq; 2Tl de dNTP (10 pM cada uno);
40 pM de cada cebador; 1Tl de molde; agua hasta un volumen final de 100Tl. La PCR se realizé en una maquina
Perkin EImer-Gene Amp PCR Systems 2400, a: 1 ciclo de 94°C, 2:00 minutos; 30 ciclos de 94°C, 0:30 minutos,
50°C, 0:15 minutos, y 72°C, 1:00 minuto; y un ciclo de 72°C, 2:00 minutos.

Los productos de PCR se purificaron en geles de agarosa de baja fusion al 1%. Se escindieron las bandas de
tamafio apropiado del gel y se purifico el ADN usando un kit de purificacion de producto de PCR High Pure obtenido
de Boehringer Mannheim. Los productos purificados del gel de 409 y 162 bases se combinaron con los cebadores 1
y 4 para producir un producto de PCR de 558 pares de bases que contenia la secuencia de longitud completa de
TSLP humana poliHis-FLAG que carece de la region de 15 pares de bases que codifica el sitio de escision por
furina.

La solucion de reaccion contenia: 10Tl de tampdén Amplitaq 10X; 1TI de Amplitag; 2TI (10 pM cada uno) de dNTP;
15,4TI (40 pM) de cebador 1; 16 Tl (40 pM) de cebador 4; 1Tl (41 ng) de producto de PCR A; 2Tl (119 ng) de
producto de PCR B; y agua hasta un volumen final de 100 Tl. Como antes, la reaccion/condiciones de PCR se
realizaron en la maquina Perkin Elmer-Gene Amp PCR Systems 2400. Al final de la reaccion, se separé el producto
de 558 pares de bases en un gel de agarosa de baja fusion al 1% y se purifico.

La secuencia purificada de TSLP humana modificada se ligd en el vector pPGEM-T (Promega), usando los reactivos
suministrados con el kit del vector: 1Tl de vector pGEM-T; 5TI de tampdn de ligamiento 2x; 1Tl de ligasa; y 1Tl de la
TSLP humana modificada de 558 pares de bases (12 ng). La solucién de reaccion se dejo a temperatura ambiente
durante una hora. La mezcla de ligamiento (2TI) se combind con 40 Tl de E. coli DH10l-electrocompetente, y se
introdujo por electroporacion en las bacterias. Las bacterias sometidas a electroporacion entonces se transfirieron a
0,9 ml de solucion SOC y se agitaron durante una hora a 37°C.

Se distribuy6 un volumen de 0,1TI de esta solucion en placas resistentes a ampicilina y se incubaron a 37°C durante
una noche. Las colonias se picaron e inocularon en 4 ml de caldo LB que contenia ampicilina. Después de
incubacion durante una noche en una plataforma de agitacion a 37°C, se purificd el ADN plasmidico y se digirié con
NOT-1/Sal-1 para confirmar el tamafo correcto del inserto. El vector pGem-T con el inserto de 558 pares de bases
se secuencio para confirmar que las manipulaciones moleculares habian producido la mutacion deseada.

Se digirid el vector pPGEM-T con Not-l y Sal-1, y se subcloné el inserto de 558 pares de bases en los vectores de
expresion pDC 409 y pDC317. Las reacciones de digestion y ligamiento se realizaron como se sabe bien en la
técnica. Después se usaron los vectores de expresion para producir células CV-1 transfectadas de forma transitoria
(ATCC CRL-10478) o para crear células CHO de expresion estable. Obsérvese que para la comparacion, se usé un
vector de expresion de control que codificaba TSLP humana que tenia un sitio intacto de escisiéon por furina para
producir células transfectadas de forma tanto transitoria como estable.

Las proteinas huTSLP y huTSLP modificada se expresaron cada una en células CV-1 como una proteina de fusion
HIS, Flag. La proteina expresada se purificé usando IMAC (cromatografia de afinidad por metales inmovilizados,
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usando las instrucciones del fabricante (Qiagen)). El analisis de la proteina expresada en SDS-PAGE en condiciones
reductoras y no reductoras demostré la produccion de huTSLP modificada.

La secuencia construida de TSLP humana modificada, que tiene el sitio de escision por furina eliminado, se expresd
en forma de una proteina TSLP humana de longitud completa en cultivo de mamifero (células CV-1). Cuando se
comparo con la TSLP humana no modificada, se produjo poco o ningun producto de degradacion con expresion de
TSLP con el sitio de furina delecionado, lo que demuestras que el sitio de furina era, de hecho, el sitio responsable
de la fragmentacion de TSLP humana recombinante.

Ejemplo 3: TSLP humana modificada activa

La actividad de la huTSLP modificada, producida como se ha descrito en el Ejemplo 2, se verific6 usando un
bioensayos celular BAF/HRT. El bioensayo BAF/HTR utiliza una linea celular de pro-linfocitos B murinos, que se ha
transfectado con el receptor de TSLP humana (linea celular obtenida de Steven F. Ziegler, Virginia Mason Research
Center, Seattle, WA.). La secuencia de ADN del TSLPR se deposité en Genbank (niumero de acceso AF201963) y
se describe en Pandey y col., 2000, Nat Immun 1(1), 59-64. Las células BAF/HTR son dependientes de huTSLP
para el crecimiento, y proliferan en respuesta a huTSLP activa afiadida en las muestras de ensayo.

Se realizaron titulaciones de muestras y patrones en un formato de microtitulacién de 96 pocillos. Se afiadié una
cantidad basal de células BAF/HRT a cada pocillo. Las muestras de huTSLP modificada y los patrones se afiadieron
a los pocillos. Después de un periodo de incubacion, se midié la proliferacion celular mediante la adicién de
colorante azul Alamar | (Biosource International Catalog. n° DAL1100, 10 ul/pocillo). Las células BAF/HRT
metabdlicamente activas captan y reducen el azul Alamar, lo que conduce a un cambio en las propiedades
fluorescentes del colorante. La cantidad de unidades fluorescentes producidas en este ensayo por la huTSLP
modificada resistente a proteasa fue similar a la de la huTSLP no modificada de referencia, lo que demuestra que la
huTSLP modificada era igual de activa que huTSLP no modificada.

Ejemplo 4: huTSLP modificada activa STAT5

La capacidad de huTSLP modificada de la invencién de activar STAT5 se analiza de acuerdo con el procedimiento
descrito en Levin y col., 1999 supra. En resumen, se priva de citoquinas de células NAG8/7 durante 4-5 horas,
después se estimulan a 10’ células/ml con 100 ng/ml de TSLP humana modificada. Se usa huTSLP no modificada
como control. Tras la incubacion, se recolectan las células, se lavan, y se lisan. Los lisados celulares estimulados se
analizan por ensayo de inmunotransferencia, y muestran actividad huTSLP modificada en comparacion con el
control.
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gttcgggcay
actgectgaga
tcgtgagcag
atgaatttct

cacattgceg

cte
Leu

cac
His

cce
Pro

gac
Asp

tgc
Cys

cca
Pro

caa
Gln
115

gca
Ala

ttg
Leu

aga
ATg
130

acttagagga
ggcatatcgc
ggaaatatct
cacctracte
ttaaaaccaa
gattcttcta
tcactgccat
tcatattgca
atctcaagag
aacttatttt

aataaagtaa

aaa
Lys

ggc
Gly
100

gaa
Glu

tgg
Trp

cte
Phe

aca
Thr
85

cac
Tyr

cct
Pro

Caa
Gln

gte
Val

tcc
Ser

tat
Tyr

aattagcttt cagcttctge tatgaaaate tcectatcttog

ccactggtgt
tttttecagt
gtactgttaa
cagggcaaac
tgacagcatc
acattcctat
gatgaggtag
aatccagctg
ceregeacat
gtgagcactt

cetctce

19

gce
Ala

cgg
Arg

act
Thr

gaa
Glu

ga
Gl
10

aac atc tgt
Asn Ile Cys
120

tte
Fhe
135

atg caa
Met Gln

tck

ttattcttta
ataggtgctt
tgaccagctt
ctaactgtag
taaaccctgt
gctaagattct
cctgaaagaa
tcaaagggtt
ctacgagata

ttggaaatat

aga
Arg

aca
Thr
90

aga
Arg

aat
Asn

g aga
u Arg
S

ctg aat
Leu Asn

tet cca
Ser Pro

tagtgga

attacagaag
taaatgggaa
ctgagaagtc
taggaagaga
ttaaaaggca
taccaaagaa
gctegtggaa
cagacccagqg
tatatttaaa

acatgctact

50

98

146

194

242

290

338

386

434

490

550
610
670
730
790
850
910
970
1030
10%0

1125



10

15

20

ES 2422 879 T3

<210> 2

<211> 140

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 2

Met Val Leu Leu Arg Ser Leu Phe Ile Leu Gln Val Leu Val Arg Met
1 5 10 15

Gly Leu Thr Tyr Asn Phe Ser Asn Cys Asn Phe Thr Ser Ile Thr Lys
20 25 30

Ile Tyr Cys Asn Ile Ile Phe His Asp Leu Thr Gly Asp Leu Lys Gly
35 40 45

Ala Lys Phe Glu Gln Ile Glu Asp Cys Glu Ser Lys Pro Ala Cys Leu
50 55 60

Leu Lys Ile Glu Tyr Tyr Thr Leu Asn Pro Ile Pro Gly Cys Pro Ser

65 70 75 B0

Leu Pro Asp Lys Thr Phe Ala Arg Arg Thr Arg Glu Ala Leu Asn Asp
85 90 95

His Cys Preo Gly Tyr Pro Glu Thr Glu Arg Asn Asp Gly Thr Gln Glu
100 105 110

Met Ala Gln Glu Val Gln asn Ile Cys Leu Asn Gln Thr Ser Gln Ile
115 120 125

Leu Arg Leu Trp Tyr Ser Phe Met Gln Ser Pro Glu
130 135 140

<210> 3

<211> 743

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (200)..(679)
<223>

<400> 3

20



10

ES 2422 879 T3

gecagecagaa agetetggag catcagggag
taagggettc ctgtggactg gcaatgagag
aaggcaggcec ttacagatct cttacactcg

tggaattggg tgtcocacgt atg tte cct
Met Phe Pro
1

gtt tct tte agg aaa atc tte ate
val Ser Phe Arg Lys Ile Phe Ile
15

act tac¢ gag ctc act aac tgt gac
Thr Tyr Asp Phe Thr Asn Cys Asp
30 35

ctbc agt act att tct aaa gac ctg
Leu Ser Thr Ile Ser Lys Asp Leu
45 50

agt acc gag ttc aac aac acc gtc
Ser Thr Glu Phe Asn Asn Thr Val
60 65

cbt act gaa atc cag agc cta acc
Leu Thr Glu Ile Gln Ser Leu Thr
80

tcg ctc geoc aaa gaa atg ttc gec
Ser Leu Ala Lys Glu Met Phe Ala
95

atc tgg tgc cca ggc tat tcg gaa
Ile Trp Cys Pro Gly Tyr Ser Glu
110 115

atg aag aag agg aga aaa agg aaa
Met Lys Lys Arg Arg Lys Arg Lys
125 130

caa gtg tca caa tta caa gga ttg
Gln Val Ser Gln Leu Gln Gly Leu
140 145

actccaactt aaggcaacag catgggtgaa

gcaaaaccty gtgcttgage actggceect

tggtgggaag agtttagtgt gaaactgggg

Ltf gec tta cta tat gtt ctg tca
Phe Ala Leu Leu Tyr Val Leu Ser

tta
Leu
20

o ol o
Phe

atc
Ile

tct
Ser

ttc
Phe

atg
Met
100

act
Thr

gtc
Val

tgg

5

caa
Gln

gag
Glu

aca
Thr

tgt
Cys

aat
Asn
85

aaa
Lys

cag
Gln

aca
Thr

cgt

Trp Arg

ctt
Leu

aag
Lys

tat
Tyr

agc
Ser
70

cce
Pro

act
Thr

ata
Ile

acc
Thr

cgc
Arg
150

gkta
val

att
ile

atg
Met
55

aat
Asn

acc
Thr

aag
Lys

aat
Asn

aag
Asn

999
Gly

aaa
Lys
40

agt

Ser

cgg
Arg

gee
Ala

gct
Ala

gct
ala

ctg
Leu
25

gca

Ala

Jagg
Gly

cca
Pro

agc
Gly

gce
Ala

10

gtg
Val

gcc
Ala

acc
Thr

cat
His

tgec
Cys
90

105

120

135

tte
Phe

aaa
Lys

aat
Asn

act
Thr

tgt
Cys

cga
Arg

cta
Leu

tat
Tyr

aaa
Lys

tgc
Cys
75

gcg
Ala

tta gct
Leu Ala

cag gca
Gln Ala

ctg gaa
Leu Glu

cct tta
Pro Leu

155

ctg aaa caa cag taa accatcttta ttatggtcat atttcacagc ccaaaataaa

Leu Lys Gln Gln

tcatctttat taagtaaaaa aaaa

<210>4

<211> 159

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

21

60

120

i80

232

280

328

376

424

472

520

568

616

664

719

743



10

15

20

Met Phe Pro Phe

Ile Phe Ile Leu
20

Asn Cys Asp Phe
35

Lys Asp Leu Ile
50

Asn Thr Val Ser
65

Ser Leu Thr Phe

Met Phe Ala Met
100

Tyr Ser Glu Thr
115

Ala

Gln

Glu

Thr

Cys

Asn

85

Lys

Gln

ES 2422 879 T3

Leu

Leu

Lys

Tvr

Ser

70

Pro

Thr

Ile

Leu

Val

Ile

Met

55

Asn

Thr

Lys

Asn

Tyr

Gly

Lys

40

Ser

Arg

Ala

Ala

Ala
120

Val

Leu

25

Ala

Gly

Pro

Gly

Ala

105

Thr

Lys Arg Lys Val Thr Thr Asn Lys Cys

130

135

Gln Gly Leu Trp Arg Arg Phe asn Arg

145

<210>5

<211>15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(15)
<223>

<400> 5

agg aga aaa agg aaa
Arg Arg Lys Arg Lys
1 5

<210> 6

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

150

22

Leu

10

Val

Ala

Thr

His

Cys

90

Leu

Gln

Leu

Pro

Ser
Leu
Tyr
Lys
Cys
75

Ala
Ala

ala

Glu

Leu
15%

Val

Thr

Leu

Ser

60

Leu

Ser

Ile

Met

Gln
140

Leu

Ser

Tyr

Ser

45

Thr

Thr

Leu

Trp

Lys
125

Val

Lys

Phe

Asp

Thr

Glu

Glu

Ala

Cys

110

Lys

Ser

Gln

Arg

15

Phe

Ile

Phe

Ile

Lys

95

Pro

Arg

Gln

Gln

Lys

Thr

Ser

Asn

Gln

g0

Glu

Gly

Arg

Leu

15



10

15

20

25

30

35

40

45

<210>7

<211>15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(15)
<223>

<400> 7

aga aaa agg aaa gtc
Arg Lys Arg Lys Val
1 5

<210>8

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

<210>9

<211> 743

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (200)..(679)
<223>

<220>
<221> misc_feature
<222> (200)..(679)

<223> "nnn" es un codon que codifica cualquier aminoacido que no sea Arg o Lys.

<220>
<221> misc_feature
<222> (200)..(679)

ES 2422 879 T3

Arg Arg Lys Arg Lys
1 5

Arg Lys Arg Lys Val
1 5

<223> "Xaa" no es Arg ni Lys; "nnn" no codifica Arg ni Lys.

<400> 9

23

15



10

ES 2422 879 T3

gcagecagaa agctctggag catcagggag actccaactt aaggcaacag catgggtgaa
taagggcttc ctgtggactg gcaatgagag gcaaaacctg gtgcttgagc actggeccct
aaggcaggcec ttacagatct cttacactcg tggtgggaag agtttagtgt gaaactgggg

rggaattyggg tgtccacgt atg ttc cct bttt gec tta c¢ta tat gtt ctg tca
Met Phe Pro Phe Ala Leu Leu Tyr Val Leu Ser
1 S 10

get tet tte agg aaa atec ttc arte tta caa ¢ttt gta ggg ctg gtg tta
Val Ser Phe Arg Lys Ile Phe Ile Leu Gln Leu Val Gly Leu Val Leu
15 20 25

act tac gac tkc act aac tgt gac Ett gag aag att aaa gca gcc tat
Thr Tyr Asp Phe Thr Asn Cys Asp Phe Glu Lys Ile Lys Ala Aala Tyr
30 35 40

cte agt act att tct aaa gac ctyg att aca tat atyg agt ggg acc aaa
Leu Ser Thr Ile Ser Lys Asp Leu Ile Thr Tyr Met Ser Gly Thr Lys
45 50 55

agt acc gag ttc aac aac acc gtc tct tgt agc aat ¢gg cca cat tgc
Ser Thr Glu Phe Asn Asn Thr Val Ser Cys Ser Asn Axg Pro His Cys
60 65 70 75

ctt act gaa atc cag agc cta acc ttc aat ¢ccc acc gec ggc tge geg
Leu Thr Glu Ile Gln Ser Leu Thr Phe Asn Pro Thr Ala Gly Cys Ala
80 85 90

teg Ccte goc aaa gaa aty tte goc atg aaa ackt aag gct gee tta get
Ser Leu Ala Lys Glu Met Phe Ala Met Lys Thr Lys Ala Ala Leu Ala
95 100 105

atc tgg tgce cca ggc tat tcg gaa act cag ata aat gct act cag gca
Ile Trp Cys Pro Gly Tyr Ser Glu Thr Gln Ile Asn Ala Thr Gln Ala
11¢ 115 120

atg aag aag nan nnn nnn nnn ann gtc aca ace aat aaa tgt ctg gaa
Met Lys Lys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Val Thr Thr Asn Lys Cys Leu Glu
125 130 135

caa gtg tca caa tta caa gga ttg tgg cgt cgc ttc aat cga cct tta
Gln Val Ser Gln Leu Gln Gly Leu Trp Arg Arg Phe Asn Arg Pro Leu
140 145 150 155

ctg aaa caa cag taa accatcttta ttatggtcat atttcacagc c¢caaaatazsa
Leu Lys Gln Gln

tcatctttat taagtaaaaa aaaa

<210>10

<211> 159

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (127)..(127)

<223> La "Xaa" en la localizacion 127 representa cualquier aminoacido excepto Lys o Arg.

24

60

120

180

232

280

328

376

424

472

520

568

616

664

719

743
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15

20

25

30

ES 2422 879 T3

<220>

<221> misc_feature

<222> (128)..(128)

<223> La "Xaa" en la localizacion 128 representa cualquier aminoacido excepto Lys o Arg.

<220>

<221> misc_feature

<222> (129)..(129)

<223> La "Xaa" en la localizacion 129 representa cualquier aminoacido excepto Lys o Arg.

<220>

<221> misc_feature

<222> (130)..(130)

<223> La "Xaa" en la localizacion 130 representa cualquier aminoacido excepto Lys o Arg.

<220>

<221> misc_feature

<222> (131)..(131)

<223> La "Xaa" en la localizacion 131 representa cualquier aminoacido excepto Lys o Arg.

<220>

<221> misc_feature

<222> (200)..(679)

<223> "nnn" es un codon que codifica cualquier aminoacido que no sea Arg o Lys.

<220>

<221> misc_feature

<222> (200)..(679)

<223> "Xaa" no es Arg ni Lys; "nnn" no codifica Arg ni Lys.

<400> 10

25



10

15

Mel

Ile

Asn

Lys

Asn

65

Ser

Metr

Tvr

Xaa

Gln
145

<210> 11
<211> 731
<212> ADN

Phe

Phe

Cys

Asp

50

Thr

Leu

Fhe

Ser

Xaa

130

Gly

Pro

Ile

Asp

35

Leu

Val

Thr

Ala

Glu

115

Xaa

Leu

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (200)..(667)

<223>

<400> 11

gcagccagaa agctctggag catcagggag
taagggctte ctgtggactg gcaatgagag

aaggcaggec ttacagatct cttacactcg

Phe

Leu

20

Phe

Ile

Ser

Phe

Met

100

Thr

val

Trp

Ala

Glin

Glu

Thr

Cys

Asn

85

Lys

Gln

Thr

Arg

ES 2422 879 T3

Leu

Leu

Lys

Tyr

Ser

70

Pro

Thr

Ile

Thr

Arg
150

Leu

val

Ile

Met

35

Asn

Thr

Lys

Asn

Asn

135

Phe

Tyr

Gly

Lys

40

Ser

Arg

Ala

Ala

Ala

120

Lys

Asn

Val

Leu

25

Ala

Gly

Pro

Gly

Ala

105

Thr

Cys

Arg

Leu

10

val

Ala

Thr

His

Cys

90

Leu

Gln

Leu

Pro

Ser

Leu

Tyr

Lys

Cys

75

Ala

Ala

Ala

Glu

Leu
155

Val

Thr

Leu

Ser

60

Leu

Ser

Ile

Met

Gln

140

Leu

Ser

Tvyr

Ser

45

Thr

Thr

Leu

Trp

Lys

125

val

Lys

Phe

Asp

Thr

Glu

Glu

Ala

Cys

110

Lys

Ser

Gln

Arg Lys

15

Phe Thr

Ile Ser

Phe Asn

ile Glin

80

Lys Glu

95

Pro Gly

Xaa Xaa

Gln Leu

Gln

actccaactt aaggcaacag catgggtgaa 60

gcaaaacctyg gtgcttgage actggcccct 120

cggtgggaag agtttagtgt gaaactgggg 180

26
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ES 2422 879 T3

tggaattggg tgtccacgt atg ttc cct ttt gcc tta cta tat gtt ctg tca
Met Phe Pro Phe Ala Leu Leu Tyr Val Leu Ser

gtt tct tte
val Ser Phe

act tac gac
Thr Tyr Asp

ctc agt act
Leu Ser Thr
45

agt acc gag
Ser Thr Glu
60

ctt act gaa
Leu Thr Glu

tCyg cte goec
Ser Leu Ala

atc tgg tgc
Ile Trp Cys
110

atg aag aag
Met Lys Lys
125

tta caa gga
Leu Gln Gly
140

agy
Arg
15

tte
Phe

att
Ile

[l ¥ ad
Phe

ate
Ile

aaa
Lys
95

cca

Pro

agyg
Arg

ttyg
Leu

aaa
Lys

act
Thr

tct
Ser

aac
Asn

cag
Gln
80

gaa

Glu

ggc
Gly

gtc
val

tgg
Trp

1

atc
Ile

aac
Asn

aaa
Lys

aac
Asn
65

agc
Ser

atg
Met

cat
Tyr

aca
Thr

cgt
Arg
145

ttc
Phe

tgt
Cys

gac
Asp

acc
Thr

cta
Leu

tce
Phe

teg
Ser

ace
Thr
130

cyc
Arg

atc
Ile

gac
AsSp
35

ctyg
Leu

gtc
Val

ace
Thr

gee
Ala

gaa
Glu
115

aat
Asn

tte
Phe

tta
Leu
20

cte
Phe

ate
Ile

tct
Ser

ttc
Phe

atg
Met
100

act
Thr

aaa
Lys

aat
Asn

5

caa
Gln

gag
Glu

aca
Thr

tgt
Cys

aat
Asn
B5

aaa

Lys

cag
Gln

tgt
Cys

cga
Arg

ctt
Leu

aag
Lys

tatc
Tyr

age
Ser
70

cce
Pro

act
Thr

ata
Ile

ctyg
Leu

[alo) o
Pro
150

gta
Val

ate
Ile

atg
Met
55

aat
Asn

acce
Thr

aag
Lys

aat
Asn

gaa
Glu
135

tta
Leu

taa accatcttta ttatggtcat atttcacagce ccaaaataaa

taagtaaaaa aaaa

<210>12
<211> 155
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

ggg
Gly

aaa
Lys
40

agt
Ser

cgg
Arg

gcc
Ala

gct
Ala

gct
Ala
120

caa
Glin

ctg
Leu

ctg
Leu
25

gca
Ala

ggyg
Gly

cca
Pro

ggc
Gly

gece
Ala
105

act

Thr

atg
Val

aaa
Lys

10

gty
val

gce
Ala

acac
Thr

cat
His

tge
Cys
90

cea

Leu

cag
Gln

cca
Ser

caa
Gln

tcatctcrat

tta
Leu

tat
TYr

aaa
Lys

tgc
Cys
75

.gcg

Ala

gce
Ala

gca
Ala

caa
Gln

cag
Gln
155

232

280

328

376

424

472

520

568

616

664

717

731

Met Phe Pro Phe Ala Leu Leu Tyr Val Leu Ser Val Ser Phe Arg Lys

1

5

10

15

Ile Phe 1le Leu Gln Leu Val Gly Leu Val Leu Thr Tyr Asp Phe Thr
30

20

27

25



10

Asn

Lys

Asn

65

Ser

Met

T™vE

Thr

Arg
14%

<210> 13
<211>728
<212> ADN

Cys

Asp

50

Thr

Leu

Phe

Ser

Thr
130

Arg

AsSp

35

Leu

vVal

Thr

Ala

Glu

115

Asn

Phe

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (200)..(664)

<223>

<400> 13

Phe

Ile

Ser

FPhe

Met

100

Thr

Lys

Asn

Glu

Thr

Cys

Asn

85

Lys

Gln

Cys

Arg

ES 2422 879 T3

Lys

Tyr

Ser

70

Pro

Thr

Ile

Leu

Pro
150

Ile

Met

55

Asn

Thr

Lys

Asn

Glu

135

Leu

Lys

40

Ser

Arg

Ala

Ala

Ala

120

Gln

Leu

28

Ala

Gly

Pro

Gly

Ala

105

Thr

val

Lys

Ala

Thr

His

Cys

90

Leu

Gln

Ser

Gln

Lys

Cys

15

Ala

Ala

Ala

Gln

Gln
155

Leu

Ser

60

Leu

Ser

Ile

Met

Leu
140

Ser

45

Thr

Thr

Leu

Trp

Lys

125

Gln

Thr

Glu

Glu

Ala

Cys

110

Lys

Gly

Ile

Phe

Ile

Lys

95

Pro

Arg

Leu

Ser

Asn

Gln

80

Glu

Gly

Val

Trp



ES 2422 879 T3

gcagccagaa agctetggag catcagggag actccaactt aaggcaacag catgggtgaa 60
taagggcttc ctgtggactyg gcaatgagag gcaaaacchtg gtgcttgage actggcooct 120
aaggcaggcc ttacagabtcet cttacactcg tggtgggaag agtttagtgt gaaactggdg 180
tggaattggg tgtccacgt atg ttec cct ttt gecc tta cta tat gtt ctg tca 232
Met Phe Pro Phe Ala Leu Leu Tyr Val Leu Ser
1 % 10
gtt ©Cct Cttc agg aaa atc tt¢ ate tta caa ctt gta ggg ctg gtg tta 280
Val Ser Phe Arg Lys Ile Phe Ile Leu Gln Leu Val Gly Leu Val Leu
15 20 25
act tac gac ttc aclt aac tgt gac ttt gag aag att aaa gca gocc tat 328
Thr Tyr Asp Phe Thr Asn Cys Asp Phe Glu Lys Ile Lys Ala Ala Tyr
30 L 40
ctc agt act att tckt aaa gac c¢tg att aca tat atg agt ggg acc aaa 376
Leu Ser Thr Ile Ser Lys Asp Leu Ile Thr Tyr Met Ser Gly Thr Lys
45 50 55 ’
agt acc gag tte aac aac ace gte tet tgt age aat cgg cca cat tge 424
Ser Thr Glu Phe Asn Asn Thr Val Ser Cys Ser Asn Arg Pro His Cys
60 65 70 75
ctt act gaa atc cag agc cta acc tte aat ccc .acc gec ggc tgce geg 472
Leu Thr Glu Ile Gln Ser Leu Thr Phe Asn Pro Thr Ala Gly Cys Ala
80 85 90
tCcg cte gcec aaa gaa atg ttc goc atg aaa act aag gct gece tta gct 520
Ser Leu Ala Lys Glu Met Phe Ala Met Lys Thr Lys Ala Ala Leu Ala
95 100 105
atc tgg tgc cca ggc tat tcg gaa act cag ata aat gct act cag gca 968
Ile Trp Cys Pro Gly Tyr Ser Glu Thr Gln Ile Asn Ala Thr Gln Ala
110 115 120
atg aayg aag gtc aca acc aat aaa tgt ctg gaa caa gtg tca caa tta 616
Met Lys Lys Val Thr Thr Asn Lys Cys Leu Glu Gln Val Ser Gln Leu
125 130 . 135
caa gga ttg tgg cgt cgc ttec aat cga cct tta ctg aaa caa cag taa 664
Gln Gly Leu Trp Arg Arg Phe Asn Arg Pro Leu Leu Lys Gln Gln
140 145 150
accatcttta ttatggtcat atttcacagce ccaaaataaa tcatctttat taagtaaaaa 724
aaaa 728
<210> 14
<211> 154
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

29



10

Met

Ile

Asn

Lys

Asn

65

Ser

Mel

Tyr

Thr

Arg
145

<210> 15
<211>728

<212> ADN

Phe

Phe

Cys

Asp

50

Thr

Leu

Phe

Ser

Asn

130

Phe

Pro

Ile

Asp

35

Leu

val

Thr

Ala

Glu

115

Lys

Asn

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (200)..(664)

<223>

<400> 15

Phe

Leu

20

Phe

ile

Ser

Fhe

Met

100

Thr

Cys

Arg

Ala

Gln

Glu

Thr

Cys

Asn

&5

Lys

Gln

Leu

Pro

ES 2422 879 T3

Leu

Leu

Lys

Tyr

Ser
70

Pro

Thr

Ile

Glu

Leu
150

Leu

Val

Ile

Met

55

Asn

Thr

Lys

Asn

Gln

135

Leu

Tyr

Gly

Lys

40

Ser

Arg

Ala

Ala

ala

120

Val

Lys

30

Val Leu Ser
10

Leu Val Leu
25

ala Ala Tyr

Gly Thr Lys

Pro His Cys
75

val

Ser

Thr Tyr

Leu

Ser
45

Ser Thr

60

Leu Thr

Phe

Asp

30

Thx

Glu

Glu

Gly Cys Ala Ser Leu Ala

90

Ala Leu Ala

105

Thr Gln Ala

Ser Gln Leu

Gln Gln

Ile

Met

Gln
140

Trp

Lys
125

Gly

Cys
110

Lys

Leu

Arg

15

Phe

Ile

Phe

Ile

Lys

95

Pro

val

Trp

Lys

Thr

Ser

Asn

Gln
80

Glu

Gly

Thr

Arg
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gcagccagaa agctctggag catcagggag actccaactt aaggcaacag catgggtgaa 60
taagggcttc ctgtggactg gcaatgagag gcaaaacctg gtgcttgagc actagcccct 120
aaggcaggce ttacagatct cttacactcg tggtgggaag agtttagtgt gaaactgggg 180
tggaattggyg tgtccacgt atg tte ¢ct ttt gcc tta cta tat gtt ctg tca 232
Met Phe Pro Phe Ala Leu Leu Tyr Val Leu Ser
1 5 10
gtk tct ttc agg aaa atc ttc ate tta caa ¢tt gta ggg ctg gtg tta 280
Val Ser Phe Arg Lys Ile Phe Ile Leu Gln Leu Val Gly Leu Val Leu
15 20 25
act tac gac ttc act aac tgt gac ttt gag aag att aaa gca gcc tat 328
Thr Tyr Asp Phe Thr Asn Cys Asp Phe Glu Lys Ile Lys Ala Ala Tyr
30 35 40
ctc agt act att tct aaa gac ¢tg att aca tat atg agt ggg acc aaa 376
Leu Ser Thr Ile Ser Lys Asp Leu Ile Thr Tyr Met Ser Gly Thr Lys
415 50 55
agt acc gag tte aac aac agc gte tet tgt age aat cgg cca cat tge 424
Ser Thr Glu Phe Asn Asn Thr Val Ser Cys Ser Asn Arg Pro His Cys
60 65 70 75
ctt act gaa atc cag agc cta acc tte aat ¢€c acc goc ggce tgc gcg 472
Leu Thr Glu Ile Gln Ser Leu Thr Phe Asn Pro Thr Ala Gly Cys Ala
80 8% 90
tcg cte gce aaa gaa atg tte goc atg aaa act aag gct gec tta get 520
Ser Leu Ala Lys Glu Met Phe Ala Met Lys Thr Lys Ala Ala Leu Ala
95 100 105
atc tgg tgc cca gyc tat tcg gaa act cag ata aat get act cag gca 568
TIle Trp Cys Pro Gly Tyr Ser Glu Thr Glm Ile Asn Ala Thr Gln Ala
110 115 120
atg aag aag agg aca acc aat aaa tgt Ctg gaa caa gtg tca caa tta 616
Met Lys Lys Arg Thr Thr Asn Lys Cys Leu Glu Gln Val Ser Gln Leu
12% 130 135
caa gga ttg tgg cgt cgc ttc aat ¢ga cct tta ctg aaa ¢aa cag taa 664
Gln Gly Leu Trp Arg Arg Phe Asn Arg Pro Leu Leu Lys Gln Gln
140 145 150
accatcttta ttatggtcat atttcacage ccaaaataaa tcatctttat taagtaaaaa 724
aaaa 728
<210> 16
<211> 154
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

31
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Met

Ile

Asn

Lys

Asn

65

Ser

Met

Tyr

Thr

Arg
145

<210> 17
<211> 159

<212> PRT

Phe

Phe

Cys

AsSp

Thr

Leu

Phe

Ser

Asn
130

Phe

Pro

Ile

Asp

35

Leu

Val

Thr

aAla

Glu
115

Lys

Asn

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (127)..(129)
<223> "Xaa" es uno o mas aminoacidos que no son Arg ni Lys.

<400> 17

Phe

Leu

20

Phe

Ile

Ser

Phe

Met

100

Thr

Cys

Arg

Ala

Gln

Glu

Thr

Cys

Asn

85

Lys

Gln

Len

Pro

ES 2422 879 T3

Leu

Leu

Lys

Tyr

Ser

70

Pro

Thr

Ile

Glu

Leu
150

Leu

val

Ile

Met

55

Asn

Thr

Lys

Asn

Tyr

Gly

Lys

40

Ser

Arg

Ala

Ala

Ala
120

Gln val

135

Leu Lys

32

val

Leu

25

Ala

Gly

Pro

Gly

Ala

105

Thr

Leu

10

val

Ala

Thr

His

Cys

90

Leu

Gln

Ser

Leu

Tyr

Lys

Cys

75

Ala

Ala

Ala

Val Ser Phe Arg

Thr Tyr Asp Phe
30

Leu Ser Thr Ile
45

Ser Thr Glu Phe
60

Leu Thr Glu Ile

Ser Leu Ala Lys
95

Ile Trp Cys Pro
110

Met Lys Lys Arg
125

Lys

Thr

Ser

AsSn

Gln

80

Glu

Gly

Thr

Ser Gln Leu Gln Gly Leu Trp Arg

Gln Gln

140
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Met

Ile

Asn

Lys

Asn

65

Ser

Met

Tyr

Xaa

Gln
145

<210> 18
<211> 160
<212> PRT

Phe

Phe

Cys

Asp

Thr

Leu

Phe

Ser

Arg

130

Gly

Pro

Ile

Asp

35

Leu

Val

Thr

Ala

Glu

115

Lys

Leu

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (130)..(130)

Phe

Leu

20

Phe

Ile

Ser

Phe

Met

100

Thr

Val

Trp

Ala

Gln

Glu

Thr

Cys

Asn

85

Lys

Gln

Thr

Arg

ES 2422 879 T3

Léu

Leu

Lys

Tyr

Ser

70

Pro

Thr

ile

Thr

Arg
150

Leu

Val

Ile

Met

55

Asn

Thr

Lys

Asn

Asn

135

Phe

Tyr

Gly

Lys

40

Ser

Arg

Ala

ala

Ala

120

Lys

Asn

Val

Leu

25

Ala

Gly

Pro

Gly

Ala

105

Thr

Cys

Arg

Leu

10

Val

Ala

Thr

His

Cys

90

Leu

Gln

Leu

Pro

<223> "Xaa" es uno o mas aminoacidos que no son Arg ni Lys.

<400> 18

33

Ser

Leu

Tyr

Lys

Cys

75

Ala

Ala

Ala

Glu

Leu
155

val

Thr

Leu

Serx

60

Leu

Ser

Ile

Met

Gln

140

Leu

Ser

Tyr

Ser

45

Thr

Thr

Len

Trp

Lys

125

vVal

Lys

Phe

AsSp

30

Thr

Glu

Glu

Ala

Cys

110

Lys

Ser

Gln

Arg

15

Phe

Ile

Phe

Ile

Lys

95

Pro

Xaa

Gln

Gln

Lys

Thx

Ser

Asn

Gln

80

Glu

Gly

Xaa

Leu
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15

20

25

Met Phe Pro Phe Ala

Ile Phe Ile Leu Gln
20

Asn Cys Asp Phe Glu
35

Lys Asp Leu Ile Thr
50

aAsn Thr val Ser Cys
65

Ser Leu Thr Phe Asn

85

Met Phe Ala Met Lys
100

Tyr Ser Glu Thr Gln
115

Lys Xaa Arg Lys Val
130

Leu Gln Gly Leu Trp

145

<210>19

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 19
gtcgacgcca ccatgttcce t 21

<210> 20

<211>28

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 20
atgaagaaga ggacaaccaa taaatgtc

<210> 21

<211>28

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21
gacatttatt ggttgtcctc ttcttcat

ES 2422 879 T3

Leu

Leu

Lys

Tyr

Ser

70

Pro

Thr

Ile

Thr

Arg
150

28

28

Leu

val

Ile

Met

55

Asn

Thr

Lys

Asn

Thr

135

Arg

Tyx

Gly

Lys

40

Ser

Arg

Ala

Ala

Ala

120

Asn

Phe

34

Val

Leu

25

Ala

Gly

Pro

Gly

Ala

105

Thr

Lys

Asn

Leu

10

val

ala

Thr

His

Cys

90

Leu

Gln

Cys

Arg

Ser

Leu

TvYr

Lys

Cys

75

Ala

Ala

Ala

Leu

Pro
155

val

Thx

Leu

Serx

60

Leu

Ser

Ile

Met

Glu

140

Leu

Ser

Tyr

Ser

45

Thr

Thr

Leu

Trp

Lys

125

Gln

Leu

Phe

ASp

30

Thr

Glu

Glu

Ala

Cys

110

Lys

Val

Lys

Arg

15

Phe

Ile

Phe

Ile

Lys

95

Pro

Ser

Gln

Lys

Thr

Ser

Asn

Gln

80

Glu

Gly

Arg

Gln

Gln
160



<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 22
agcggccgct catttgtcgt ¢

21

ES 2422 879 T3
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al
menos un 80% de identidad de secuencia de aminoacidos con la SEC ID N° 4, modificada para inactivar el sitio de
escision por furina RRKRK en la posicion 127-131 de la SEC ID N° 4, y en la que el polipéptido tiene al menos una
actividad TSLP.

2. La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacién 1, en la que el polinucleétido codifica un polipéptido que
tiene al menos un 80% de identidad de secuencia de aminoacidos con la SEC ID N° 10, 12, 14, 16, 17 6 18,y en la
que el polipéptido tiene un sitio de escisidn por furina inactivado y al menos una actividad TSLP.

3. La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacion 1, en la que el polinucleétido codifica un polipéptido que
tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 10, 12, 14, 16, 17 6 18.

4. La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacion 1, en la que el polinucleétido tiene al menos un 80% de
identidad de secuencia con la SEC ID N° 3 o su complemento, en la que el polinucleétido codifica un polipéptido que
tiene un sitio de escision por furina inactivado y tiene al menos una actividad TSLP.

5. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende adicionalmente una
secuencia de nucleotidos que codifica una proteina heteréloga en fase con el polinucleétido de la reivindicacion 1.

6. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 5, en la que la proteina heteréloga es un resto de
direccionamiento celular o una marca peptidica.

7. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 6, en la que el resto de direccionamiento celular es un
anticuerpo que se une a un antigeno de superficie celular o un ligando que se une a un receptor de superficie
celular.

8. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 5, en la que la proteina heteréloga es un polipéptido Fc.

9. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 una de forma funcional a una
secuencia reguladora de la transcripcion o la traduccion.

10. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 9, en la que dicha secuencia reguladora de la transcripcion o
la traduccién comprende un promotor o potenciador transcripcional.

11. Una proteina que comprende un polipéptido de linfopoyetina estromal timica (TSLP) humana modificada que
tiene al menos un 80% de identidad de secuencia de aminoacidos con la SEC ID N° 4 modificada para inactivar el
sitio de escision por furina RRKRK en la posicion 127-131 de la SEC ID N° 4, y en la que el polipéptido tiene al
menos una actividad TSLP.

12. La proteina de la reivindicacion 11, en la que el polipéptido tiene al menos un 80% de identidad de secuencia de
aminoacidos con la SEC ID N° 10, 12, 14, 16, 17, 6 18, en la que el polipéptido tiene un sitio de escisién por furina
inactivado y al menos una actividad TSLP.

13. La proteina de la reivindicacién 11, en la que el polipéptido tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°
10, 12, 14, 16, 17, 6 18.

14. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 11-13, en la que el polipéptido esta fusionado a una
proteina heterdloga.

15. La proteina de la reivindicacion 14, en la que la proteina heterdloga es una marca peptidica o un resto de
direccionamiento celular.

16. La proteina de la reivindicacion 14, en la que la proteina heteréloga es un polipéptido Fc.
17. Un vector que comprende el acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10.

18. Una célula huésped modificada por ingenieria genética para expresar la molécula de acido nucleico de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-10.

19. Una composicion que comprende el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 11-16 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

20. Un procedimiento que comprende incubar una célula huésped modificada por ingenieria genética para expresar
la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, y producir un polipéptido resistente a
furina que tiene al menos una actividad TSLP humana funcional.

21. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 11-16 para su uso en la estimulacién de la proliferacion de
linfocitos o linfopoyesis.
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22. Un procedimiento in vitro para inducir la fosforilaciéon de STAT5 que comprende poner en contacto una muestra
que contiene STATS5 con la proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 11-16.

23. Un adyuvante de vacuna que comprende la proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 11-16 y un
vehiculo.

24. Uso de la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10 o la proteina de una
cualquiera de las reivindicaciones 11-16 en la fabricacion de un medicamento para estimular la proliferacion de
linfocitos, para promover la linfopoyesis, o para inducir la fosforilacién de STATS5.

25. Un ensayo para detectar la presencia de un agente que reduce la actividad TSLP, comprendiendo dicho ensayo:

a) poner en contacto, en presencia del agente, una célula que expresar receptores de TSLP con una proteina que
comprende un polipéptido de linfopoyetina estromal timica (TSLP) humana modificada, en el que el polipéptido se
selecciona entre las secuencias de aminoacidos que consisten en SEC ID N° 10, 12, 14, 16, 17,y 18; y

b) medir una actividad TSLP en la célula.

26. El ensayo de la reivindicacion 25, en el que el polipéptido TSLP humano modificado esta fusionado a una
proteina heterdloga.

27. El ensayo de las reivindicaciones 25 6 26, en el que el agente es un anticuerpo que se une a la TSLP humana
modificada.

28. El ensayo de una cualquiera de las reivindicaciones 25-27, en el que la actividad TSLP se mide detectando el
crecimiento celular.

29. El ensayo de una cualquiera de las reivindicaciones 25-27, en el que la actividad TSLP se mide detectando la
actividad STAT5 en la célula.

30. Uso de una proteina que comprende un polipéptido TSLP humano modificado para determinar la presencia in
vitro de un anticuerpo que se une a TSLP humana modificada que comprende poner en contacto el polipéptido TSLP
humano modificado con un anticuerpo, y detectar la unién del anticuerpo a la TSLP humana modificada, en el que el
polipéptido TSLP humano modificado esta seleccionado entre las secuencias de aminoacidos que consisten en SEC
ID N° 10, 12, 14, 16, 17,y 18.

31. El uso de la reivindicacién 30, en el que el polipéptido TSLP humano modificado esta fusionado a una proteina
heterdloga.

32. El uso de las reivindicaciones 30 6 31, en el que el anticuerpo es un antagonista de la actividad TSLP.

33. El uso de la reivindicacion 32, en el que la unién del anticuerpo a la TSLP humana modificada se detecta
midiendo la actividad TSLP.

34. El uso de la reivindicacion 33, en el que la actividad TSLP se mide en una célula que expresa receptores de
TSLP.

35. El uso de la reivindicacion 34, en el que la actividad TSLP se mide detectando el crecimiento celular.

36. El uso de la reivindicacion 34, en el que la actividad TSLP se mide detectando la actividad STAT5 en la célula.
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