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DESCRIPCION
Proteinas GIL-19/AE289 humanas y polinucleétidos que codifican las mismas
Campo de lainvencidon

La presente invencion proporciona proteinas novedosas que muestran homologia con interleucina 10 (IL-10) y
polinucledtidos que codifican tales proteinas, junto con utilidades terapéuticas, de diagnostico y de investigacion
para dichos polinucledtidos y proteinas.

Antecedentes de lainvencion

La tecnologia dirigida al descubrimiento de factores proteicos (incluyendo por ejemplo, citocinas, tales como
linfocinas, interferones, CSF e interleucinas) ha madurado rapidamente durante la Ultima década. Las ahora
rutinarias técnicas de clonacién por expresién y clonacidon por hibridacién clonan polinucleétidos novedosos
“directamente” en el sentido de que se basan en informacion directamente relacionada con la proteina descubierta
(es decir, secuencia parcial de ADN/aminoacidos de la proteina en el caso de la clonacién por hibridacién; actividad
de la proteina en el caso de la clonacion por expresion). Por ejemplo, el documento WO00/24758 da a conocer el
aislamiento de un acido nucleico que codifica una citocina referida como factor inducible de células T (TIF), que se
regula al alza por interleucina 9. Técnicas mas recientes de clonacion “indirecta” tales como clonacién por secuencia
sefial, que aisla secuencias de ADN basandose en la presencia de un motivo de secuencia lider secretora ahora
bien reconocido, asi como diversas técnicas de clonacion por hibridacion de baja rigurosidad o basadas en PCR,
han hecho avanzar el estado de la técnica poniendo a disposicion grandes numeros de secuencias de
ADN/aminoacidos para proteinas que se sabe que tienen actividad bioldgica en virtud de su naturaleza secretada en
el caso de la clonacién por secuencia lider, o en virtud de la fuente celular o tisular en el caso de las técnicas
basadas en PCR. A estas proteinas y los polinucleétidos que las codifican es a los que se refiere la presente
invencion.

Sumario de lainvencién

En una realizacién, la presente invencion proporciona un polinucleétido que comprende una secuencia de
nucledtidos que es una variante alélica que tiene al menos el 95% de identidad con una secuencia de nucleotidos
seleccionada del grupo que consiste en:

(a) la secuencia de nucleétidos de SEC ID N.°: 1;
(b) la secuencia de nucledtidos de SEC ID N.° 1 desde el nucleétido 65 hasta el nucledtido 601;

(c) la secuencia de nuclettidos de una secuencia que codifica proteina de longitud total del clon hGIL-19/AE289
depositado con nimero de acceso ATCC 207231,

(d) la secuencia de nucleétidos de una secuencia que codifica proteina madura del clon hGIL-19/AE289 depositado
con niimero de acceso ATCC 207231;

(e) una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
N.%: 2,y

(f) una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
N.°: 2 desde el aminoéacido 34 hasta el 179 para su uso en terapia o diagnosis,

en el que el polinucleétido codifica un polipéptido que induce fosforilacion de Stat-3.

También se describe en el presente documento una composicion que comprende un polinucledtido aislado
seleccionado del grupo que consiste en:

(a) un polinucledtido que comprende la secuencia de nucleétidos de SEC ID N.°: 1;

(b) un polinucledtido que comprende la secuencia de nucledtidos de SEC ID N.% 1 desde el nucleétido 65 hasta el
nucleodtido 601;

(c) un polinucledtido que comprende la secuencia de nucleétidos de la proteina de longitud completa que codifica la
secuencia del clon hGIL-19/AE289 depositado con el nUmero de acceso ATCC 207231;

(d) un polinucleétido que codifica la proteina completa codificada por el inserto ADNc del clon hGIL-19/AE289
depositado con el nimero de acceso ATCC 207231,

( (e) un polinucleétido que comprende la secuencia de nucledtidos de una secuencia de proteina madura del clon
hGIL-19/AE289 depositado con el nimero de acceso ATCC 207231,

() un polinucleétido que codifica una una proteina madura codificada por el inserto ADNc del clon hGIL-19/AE289
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depositado con el numero de acceso ATCC 207231,
(9) un polinucleétido que codifica la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°; 2;

((h) un polinucledtido que codifica una proteina que comprende un fragmento de la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N.%: 2 que tiene actividad bioldgica , comprendiendo el fragmento ocho de aminoéacidos contiguos de SEC ID
N.°: 2;

(i) un polinucleétido que es una variante de alelo de un polinucledtido de (a)-(f), anterior;
() un polinucleétido que codifica una especio homéloga de la proteina de (g) o (h), anterior;

(k) un polinucleétido que hibridiza bajo condiciones astringentes uno cualquiera de los polinucledtidos especificados
en (a)-(h)y

() un polinucledtido que hibridiza bajo condiciones astringentes uno cualquiera de los polinucleétidos especificados
en (a)-(h) y que tiene una longitud que es, al menos, un 25% de la longitud de SEC ID N.°: 1:

Preferiblemente, tal polinucleétido comprende la secuencia de nucleétidos de SEC ID N.°: 1 desde el nucleétido 65
hasta el nucleétido 601; la secuencia de nucleétidos de la secuencia que codifica proteina de longitud completa del
clon hGIL-19/AE289 depositado con el nimero de acceso ATCC 207231; o la secuencia de nuclettidos de una
secuencia que codifica proteina madura del clon hGIL-19/AE289 depositado con el nimero de acceso ATCC 207231
(por ejemplo, nucleétidos 1-1177 de SEC ID N.°: 1). En otras realizaciones preferidas, el polinucleétido codifica la
proteina de longitud completa o madura codificada por el inserto de ADNc del clon hGIL-19/AE289 depositado con el
namero de acceso ATCC 207231 (por ejemplo, aminoacidos 1-179 de SEC ID N.°: 2). También se describe en el
presente documento un polinucleétido que codifica una proteina que comprende un fragmento de la secuencia de
aminoéacidos de SEC ID N.°: 2 que tiene actividad biolégica, comprendiendo preferiblemente el fragmento ocho (mas
preferiblemente veinte, lo mas preferiblemente treinta) aminoacidos contiguos de SEC ID N.°: 2, o un polinucle6tido
gue codifica una proteina que comprende un fragmento de la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 2 que tiene
actividad bioldgica, comprendiendo el fragmento la secuencia de aminoacidos desde el aminoacido 84 hasta el
aminoacido 93 de SEC ID N.°: 2.

Otras realizaciones proporcionan el gen correspondiente a la secuencia de ADNc de SEC ID N.°: 1.

También se describen en el presente documento polinucledtidos aislados producidos segin un procedimiento
seleccionado del grupo que consiste en:

(a) un procedimiento que comprende las etapas de:

(i) preparar una o mas sondas de polinucleétido que se hibridan en 6X SSC a 65°C con una secuencia de
nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en:

(aa) SEC ID N.°: 1, pero excluyendo la cola de poli(A) en el extremo 3' de SEC ID N.%: 1;y

(ab) la secuencia de nucleétidos del inserto de ADNc del clon hGIL-19/AE289 depositado con el nimero de acceso
ATCC 207231,

(i) hibridar dicha(s) sonda(s) con ADN gendmico humano en condiciones al menos tan rigurosas como 4X SSC a
50°C;y

(iii) aislar los polinucledtidos de ADN detectados con la(s) sonda(s);
y
(b) un procedimiento que comprende las etapas de:

(i) preparar uno o mas cebadores de polinucledtido que se hibridan en 6X SSC a 65°C con una secuencia de
nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en:

(ba) SEC ID N.°: 1, pero excluyendo la cola de poli(A) en el extremo 3' de SEC ID N.%: 1;y

(bb) la secuencia de nucledtidos del inserto de ADNc del clon hGIL-19/AE289 depositado con el nimero de acceso
ATCC 207231,

(ii) hibridar dicho(s) cebador(es) con ADN genémico humano en condiciones al menos tan rigurosas como 4X SSC a
50°C;

(iii) amplificar secuencias de ADN humano; y

(iv) aislar los productos de polinucleétido de la etapa (b)(iii).
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Preferiblemente, el polinucleétido aislado segun el procedimiento anterior comprende una secuencia de nucledtidos
correspondiente a la secuencia de ADNc de SEC ID N.°. 1 y que se extiende de manera contigua desde una
secuencia de nucledtidos correspondiente al extremo 5 de SEC ID N.°: 1 hasta una secuencia de nucle6tidos
correspondiente al extremo 3' de SEC ID N.% 1, pero excluyendo la cola de poli(A) en el extremo 3’ de SEC ID N.°:
1. También preferiblemente, el polinucleétido aislado segun el procedimiento anterior comprende una secuencia de
nucledtidos correspondiente a la secuencia de ADNc de SEC ID N.% 1 desde el nucleétido 65 hasta el nucleétido
601 y que se extiende desde una secuencia de nucleétidos correspondiente al extremo 5’ de dicha secuencia de
SEC ID N.°: 1 desde el nucleétido 65 hasta el nucleétido 601, hasta una secuencia de nucle6tidos correspondiente al
extremo 3’ de dicha secuencia de SEC ID N.°: 1 desde el nucleétido 65 hasta el nucle6tido 601.

También se describe en el presente documento una composicion que comprende una proteina, en la que dicha
proteina comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:

(a) la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 2;

(b) un fragmento de la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.° 2, comprendiendo el fragmento ocho aminoéacidos
contiguos de la SEC ID N.°: 2;y

(c) la secuencia de aminoacidos codificada por el insero de ADNc del clon hGIL-19/AE289 depositado con el
nimero de acceso ATCC 207231;

estando la proteina sustancialmente libre de otras proteinas de mamifero. Tal proteina puede comprender la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 2. También se describe en el presente documento una proteina que
comprende un fragmento de la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 2 que tiene actividad biol6gica,
comprendiendo preferiblemente el fragmento ocho (mas preferiblemente veinte, lo mas preferiblemente treinta)
aminoacidos contiguos de SEC ID N.°: 2.

En ciertas realizaciones preferidas, el polinucledtido estd operativamente unido a una secuencia de control de la
expresion. También se describe en el presente documento una célula huésped, incluyendo células bacterianas, de
levadura, de insectos y de mamiferos, transformadas con tales composiciones de polinucleétido. También se
describen en el presente documento organismos que tienen una expresiéon potenciada, reducida o modificada del/de
los gen(es) correspondiente(s) a la secuencia de polinucle6tido dada a conocer en el presente documento.

En otra realizacion, la invencién se refiere a una proteina codificada por un polinucleétido segun se reivindica en el
presente documento.

En una realizacion adicional, la invencion se refiere a un anticuerpo o fragmento del mismo que se une a una
proteina segun se reivindica en el presente documento. El anticuerpo puede ser un anticuerpo neutralizante y se
puede seleccionar a partir del grupo que consiste en un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal, un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo de cadena individual, un anticuerpo con injerto de CDR y un anticuerpo
humanizado. También puede ser un anticuerpo humano.

En aun otra realizacion, la invencién se refiere al uso de un anticuerpo segun se reivindica en el presente documento
para tratar o evitar artritis. En una realizacion, la artritis es artritis reumatoide.

También se describen procedimientos para producir una proteina, que comprenden:

(a) hacer crecer un cultivo de la célula huésped transformada con tales composiciones de polinucle6tido en un medio
de cultivo adecuado; y

(b) purificar la proteina del cultivo.
La presente invencién también proporciona la proteina producida segin tales procedimientos.

Las composiciones de proteina descritas en el presente documento pueden comprender adicionalmente un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Las composiciones que comprenden un anticuerpo que reacciona especificamente
con tal proteina se describen también en el presente documento.

Se describen también procedimientos para evitar, tratar o mejorar una afeccion médica que comprenden administrar
a un sujeto mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion que comprende una proteina de la
presente invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Descripcion detallada

Proteinas y polinucleétidos aislados

A continuacion se notifican secuencias de nucledtidos y aminodcidos, tal como se determinan en el presente
documento, para cada clon y proteina dada a continuacién. La secuencia de nucleétidos de cada clon puede
determinarse facilmente secuenciando el clon depositado seglin procedimientos conocidos. Entonces puede
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determinarse la secuencia de aminoacidos prevista (formas tanto de longitud completa como madura) a partir de tal
secuencia de nucleétidos. También puede determinarse la secuencia de aminoacidos de la proteina codificada por
un clon particular mediante expresién del clon en una célula huésped adecuada, recogida de la proteina y
determinacién de su secuencia.

Tal como se usa en el presente documento una proteina “secretada” es una que, cuando se expresa en una célula
huésped adecuada, se transporta a través de una membrana, incluyendo transporte como resultado de secuencias
sefial en su secuencia de aminoacidos. Las proteinas “secretadas” incluyen, sin limitacién, proteinas secretadas
totalmente (por ejemplo, proteinas solubles) o parcialmente (por ejemplo, receptores) de la célula en la que se
expresan. Las proteinas “secretadas” también incluyen, sin limitacién, proteinas que se transportan a través de la
membrana del reticulo endoplasmatico.

Clon “hGIL-19/AE289"

Se identifico inicialmente un polinucledtido de la presente invencion como clon “hTIF/AE289", posteriormente se
renombro y también se le hace referencia en el presente documento como “hGIL-19/AE289” y “hGIL-19". El clon
hGIL-19/AE289 se aisl6 segun el siguiente procedimiento. Se identificd una EST murina a partir de una biblioteca de
ADNc murino preparada a partir de esplenocitos activados tanto con ConA como células dendriticas derivadas de
médula ésea. Se identificd la EST usando procedimientos que son selectivos para ADNc que codifican proteinas
secretadas (véase la patente estadounidense niumero 5.536.637). Se us6 la secuencia EST murina para aislar un
clon murino de longitud completa de la misma biblioteca de ADNc (SEC ID N.°: 4; la figura 1 representa la secuencia
del ADNc de GIL-19 murino). El analisis de la secuencia del clon murino revelé una homologia significativa con
interleucina-10 (IL-10).

Con el fin de aislar un homologo humano del clon murino, se construyeron cebadores de PCR basandose en la
region de la secuencia murina que mostraba homologia con IL-10. El uso de tales cebadores para la amplificacion
en una biblioteca de CMSP humanas produjo un producto de PCR de tamafio significativo. El andlisis de la
secuencia del producto de PCR confirmé que era un homélogo del ADNc murino. Se construyeron oligonucleétidos a
partir de la secuencia del clon humano parcial y se usaron para aislar un clon de longitud completa human de la
biblioteca de CMSP.

El hGIL-19/AE289 es un clon humano de longitud completa, que incluye toda la secuencia codificante de una
proteina secretada (también denominada en el presente documento como “proteina de hTIF/AE289”, “proteina de
hGIL-19/AE289" y “proteina de hGIL-19"). El andlisis de su secuencia confirma su homologia con IL-10.

La secuencia de nucleétidos de hGIL-19 tal como se determina en el presente documento se notifica en SEC ID N.°:
1 e incluye un cola de poli(A). El marco de lectura abierto y la secuencia de aminoacidos de proteina hGIL-19 de
longitud completa correspondiente a la secuencia de nucleétidos anterior se notifica en SEC ID N.°: 2. La secuencia
de aminoacidos de hGIL-19 madura corresponde a los aminoacidos 34-179 de SEC ID N.°: 2.

El clon “hGIL-19/AE289" se depositd el 28 de abril de 1999 en la coleccion americana de cultivos tipo (“American
Type Culture Collection”) (10801 University Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209 EE.UU.) como un depd@sito
original segln el tratado de Budapest y se le asigné el nUmero de acceso ATCC 207231. Todas las limitaciones
sobre la disponibilidad para el publico del material depositado se eliminaran irrevocablemente tras conceder la
patente, salvo por los requisitos especificados en el articulo 37 del C.F.R. n°® 1.808(b) y el término del deposito
cumplira con el articulo 37 del C.F.R. n° 1.806.

La presente invencién también abarca fragmentos de las proteinas de la presente invencion (por ejemplo fragmentos
que pueden mostrar actividad biolégica). Los fragmentos de la proteina pueden ser de forma lineal o pueden ciclarse
usando procedimientos conocidos, por ejemplo, tal como se describe en H. U. Saragovi, et al., Bio/Technology 10,
773-778 (1992) y en R. S. McDowell, et al., J. Amer. Chem. Soc. 114, 9245-9253 (1992). Tales fragmentos pueden
fusionarse con moléculas vehiculo tales como inmunoglobulinas para muchos fines, incluyendo aumentar la valencia
de los sitios de union a proteina. Por ejemplo, los fragmentos de la proteina pueden fusionarse a través de
secuencias “conectoras” a la parte Fc de una inmunoglobulina. Para una forma bivalente de la proteina, una fusion
de este tipo puede ser a la parte Fc de una molécula de IgG. También pueden usarse otros isotipos de
inmunoglobulina para generar tales fusiones. Por ejemplo, una fusién proteina-IlgM generara una forma decavalente
de la proteina de la invencion.

La presente invencion también proporciona las formas tanto de longitud completa como madura de las proteinas
descritas. La forma de longitud completa de tales proteinas se identifica en el listado de secuencias mediante
traduccion de la secuencia de nucledtidos de cada clon descrito. La(s) forma(s) madura(s) de tal proteina puede(n)
obtenerse mediante expresion del polinucledtido de longitud completa descrito (preferiblemente los depositados en
la ATCC) en una célula de mamifero adecuada u otra célula huésped. La(s) secuencia(s) de la(s) forma(s)
madura(s) de la proteina también pueden ser determinables a partir de la secuencia de aminoéacidos de la forma de
longitud completa y se exponen en el presente documento, por ejemplo como aminoacidos 1-179 de SEC ID N.°: 2.

La presente invenciéon también proporciona genes correspondientes a las secuencias de polinucleétido descritas en
el presente documento. Los “genes correspondientes” son las regiones del genoma que se transcriben para producir
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los ARNm a partir de los que se derivan las secuencias de polinucle6tido de ADNc y pueden incluir regiones
contiguas del genoma necesarias para la expresion regulada de tales genes. Los genes correspondientes pueden
incluir por tanto, pero no se limitan a, secuencias codificantes, regiones no traducidas en sentido 5" y 3,
potenciadores, promotores, intrones y exones cortados de manera alternativa y elementos silenciadores o
supresores. Los genes correspondientes pueden aislarse segun procedimientos conocidos usando la informacion de
secuencia descrita en el presente documento. Tales procedimientos incluyen la preparacién de sondas o cebadores
a partir de la informaciéon de secuencia descrita para la identificacion y/o amplificacion de genes en bibliotecas
gendmicas apropiadas u otras fuentes de materiales genémicos. Un “gen aislado” es un gen que se ha separado de
las secuencias codificantes adyacentes, si las hay, presentes en el genoma del organismo del que se ha aislado el
gen.

También puede determinarse la ubicacion cromosémica correspondiente a las secuencias de polinucleétido
descritas en el presente documento, por ejemplo, hibridando polinucleétidos de la presente invencion
apropiadamente marcados con cromosomas in situ. También puede ser posible determinar la ubicacion
cromosémica correspondiente para un polinucledtido descrito identificando secuencias de nucledtidos
significativamente similares en bases de datos publicas, tales como etiquetas de secuencia expresadas (EST), que
ya se han mapeado en ubicaciones cromosémicas particulares. Para al menos algunas de las secuencias de
polinucledtido descritas en el presente documento, se han enumerado secuencias de bases de datos publicas que
tienen al menos algo de similitud con el polinucleétido de la presente invencion mediante nimero de acceso de la
base de datos. Entonces pueden realizarse busquedas usando los nimeros de acceso de GeneBank de estas
secuencias de bases de datos publicas en un sitio de internet proporcionado por el Centro Nacional para la
Informacién Biotecnolégica (“National Center for Biotechnology Information”) que tiene la direccién
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/, con el fin de identificar “agrupaciones de UniGene” de secuencias solapantes.
Muchas de las “agrupaciones de UniGene” asi identificadas ya se habrdn mapeado en sitios cromosomicos
particulares.

Se proporcionan organismos que tienen expresion potenciada, reducida o modificada del/de los gen(es)
correspondientes a las secuencias de polinucleétido descritas en el presente documento. El cambio deseado en la
expresion génica puede lograrse mediante el uso de polinucledtidos antisentido o ribozimas que se unen y/o rompen
el ARNm transcrito a partir del gen (Albert y Morris, 1994, Trends Pharmacol. Sci. 15(7): 250-254; Lavarosky et al.,
1997, Biochem. Mol. Med 62(1): 11-22; y Hampel, 1998, Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol. 58: 1-39). Se
proporcionan animales transgénicos no humanos que tienen mdltiples copias del/de los gen(es) correspondiente(s) a
las secuencias de polinucleétido descritas en el presente documento, preferiblemente producidos mediante
transformacion de células con construcciones génicas que se mantienen de manera estable dentro de las células
transformadas y su progenie. También se proporcionan animales transgénicos no humanos que tienen regiones de
control génico modificadas que aumentan o reducen los niveles de expresion génica, o que cambian los patrones
temporales o espaciales de la expresion génica (véase la patente europea nimero 0649 464 B1l). Ademas, se
proporcionan organismos no humanos en los que elllos gen(es) correspondiente(s) a las secuencias de
polinucledtido descritas en el presente documento se han inactivado parcial o completamente, mediante insercién de
secuencias extrafias en el/los gen(es) correspondiente(s) o mediante delecion de todos o parte del/de los gen(es)
correspondiente(s). La inactivacién génica parcial o completa puede lograrse mediante insercion, preferiblemente
seguido por escision imprecisa, de elementos transponibles (Plasterk, 1992, Bioessays 14(9): 629-633; Zwaal et al.,
1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90(16): 7431-7435; Clark et al., 1994, Proc. Natl. Acad Sci. USA 91(2): 719-722), o
mediante recombinacibn homologa, preferiblemente detectada mediante estrategias de seleccibn génica
positiva/negativa (Mansour et al., 1988, Nature 336: 348-352; patentes estadounidenses numeros 5.464.764;
5.487.992; 5.627.059; 5.631.153; 5.614.396; 5.616.491 y 5.679.523). Estos organismos con expresién génica
alterada son preferiblemente eucariotas y son méas preferiblemente mamiferos no humanos. Tales organismos son
utiles para el desarrollo de modelos no humanos para el estudio de trastornos que implican el/los gen(es)
correspondiente(s) y para el desarrollo de sistemas de ensayo para la identificacion de moléculas que interaccionan
con el/los producto(s) de proteina del/de los gen(es) correspondiente(s).

Los dominios de proteinas intracelulares y transmembrana de la invenciéon se pueden identificar de acuerdo con
técnicas conocidas para la determinacion de tales dominios a partir de la informacion de secuencia. Por ejemplo, el
programa de ordenador TopPredll se puede usar para predecir la localizacion de dominios transmembrana en una
secuencia de aminoacidos, dominios que se describen por la localizacion del centro del dominio transmembrana,
con al menos diez aminoacidos transmembrana en cada lado del/de los residuo(s) central(es) comunicado(s).

Las proteinas y fragmentos de proteina incluyen proteinas con longitudes de secuencia de aminoacidos que son al
menos el 25% (mas preferiblemente al menos el 50% y lo més preferiblemente al menos el 75%) de la longitud de
una proteina descrita y tienen al menos el 60% de identidad de secuencia (mas preferiblemente, al menos el 75% de
identidad; lo mas preferiblemente al menos el 90% o el 95% de identidad) con esa proteina descrita, en las que la
identidad de secuencia se determina comparando las secuencias de aminoacidos de las proteinas cuando estan
alineadas de manera que se maximiza el solapamiento y la identidad al tiempo que se minimizan los huecos de
secuencia. También se describen en el presente documento proteinas y fragmentos de proteina que contienen un
segmento que comprende preferiblemente 8 0 mas (mas preferiblemente 20 o mas, lo mas preferiblemente 30 o
mas) aminoacidos contiguos que comparte al menos el 75% de identidad de secuencia (méas preferiblemente, al
menos el 85% de identidad; lo méas preferiblemente al menos el 95% de identidad) con cualquier segmento de este
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tipo de cualquiera de las proteinas descritas.

En una realizacion, las proteinas, fragmentos de proteina y proteinas recombinantes de la presente invencion
incluyen las que pueden identificarse basandose en la presencia de al menos un “motivo de unién al receptor de
HGIL-19/AE299.” Tal como se usa en el presente documento, la expresion “motivo de union al receptor de hGIL-
19/AE289” incluye secuencias o residuos de aminoacidos que son importantes para la union de hGIL-19 a su
receptor requerido. También se describe en el presente documento una proteina hGIL-19 que contiene un motivo de
unién al receptor de hGIL-19/AE289 que incluye aproximadamente los aminoacidos 50-60 de SEC ID N.%: 2.
También se describe en el presente documento una proteina GIL-19 que contiene un motivo de union al receptor de
hGIL-19/AE289 que incluye aproximadamente los aminoacidos 63-81 de SEC ID N.°: 2. También se describe en el
presente documento una proteina GIL-19 que contiene un motivo de union al receptor de hGIL-19/AE289 que
incluye aproximadamente los aminoacidos 168-177 de SEC ID N.°: 2. También se describe en el presente
documento una proteina GIL-19 que contiene un motivo de unién al receptor de hGIL-19/AE289 que incluye al
menos uno de los aminoacidos 50-60, los aminoacidos 63-81 y/o aproximadamente los aminoacidos 168-177 de
SEC ID N.°: 2.

También se describe en el presente documento un motivo de unién al receptor de hGIL-19/AE289 que tiene una
secuencia de aminoacidos de al menos el 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de identidad o mas con una secuencia de
aminoécidos seleccionada del grupo que consiste en los aminoacidos 50-60 de SEC ID N.°: 2, los aminoacidos 63-
81 de SEC ID N.°: 2 y los amino&cidos 168-177 de SEC ID N.°: 2.

En otra realizacion, las proteinas, fragmentos de proteina y proteinas recombinantes de la presente invencion
incluyen aquellas que pueden identificarse basandose en la presencia de al menos uno, dos, tres, cuatro 0 mas
sitios para la glucosilacién unida a N.

En particular, la identidad de secuencia puede determinarse usando el programa WU-BLAST (Washington University
BLAST) version 2.0, que se construye basandose en WU-BLAST version 1.4, que a su vez se basa en el NCBI-
BLAST de dominio publico version 1.4 (Altschul y Gish, 1996, Local alignment statistics, Doolittle ed., Methods in
Enzymology 266: 460-480; Altschul et al., 1990, Basic local alignment search tool, Journal of Molecular Biology 215:
403-410; Gish y States,1993, Identification of protein coding regions by database similarity search, Nature Genetics
3: 266-272; Karlin y Altschul, 1993, Applications and statistics for multiple high-scoring segments in molecular
sequences, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5877). Los programas ejecutables de WU-BLAST version 2.0 para
diversas plataformas UNIX pueden descargarse desde ftp://blast.wustl.edu/bast/executables. En ese sitio se
proporciona la serie completa de programas de busqueda (BLASTP, BLASTN, BLASTX, TBLASTN y TBLASTX),
ademas de varios programas de apoyo. WU-BLAST 2.0 esta registrado y no puede venderse ni redistribuirse de
ninguna forma ni manera sin el consentimiento expreso por escrito del autor; pero por lo demas los ejecutables
publicados pueden usarse libremente para fines comerciales, sin beneficio 0 académicos. En todos los programas
de busqueda en la serie (BLASTP, BLASTN, BLASTX, TBLASTN y TBLASTX) las rutinas de alineacion con huecos
son parte integral de la propia busqueda de bases de datos y por tanto proporcionan una sensibilidad y selectividad
mucho mejores mientras producen un resultado mas facilmente interpretable. Opcionalmente, puede desactivarse la
formacion de huecos en todos estos programas, si se desea. La penalizacion por defecto (Q) para un hueco de
longitud uno es Q=9 para proteinas y BLASTP y Q=10 para BLASTN, pero puede cambiarse por cualquier valor
entero incluyendo cero, de uno a ocho, nueve, diez, once, de doce a veinte, de veintiuno a cincuenta, de cincuenta y
uno a cien, etc. La penalizacion por residuo por defecto para extender un hueco (R) es R=2 para proteinas y
BLASTP y R=10 para BLASTN, pero puede cambiarse por cualquier valor entero incluyendo cero, uno, dos, tres,
cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, de doce a veinte, de veintiuno a cincuenta, de cincuenta y uno a
cien, etc. Puede usarse cualquier combinacion de valores para Q y R con el fin de alinear secuencias de manera que
se maximice el solapamiento e identidad mientras que se minimizan los huecos de secuencia. La matriz de
comparacion de aminoacidos por defecto es BLOSUM62, pero pueden utilizarse otras matrices de comparacion de
aminoacidos tales como PAM.

En el presente documento también se describen homélogos de especie de los polinucledtidos y proteinas dados a
conocer. Tal como se usa en el presente documento, un “homoélogo de especie” es una proteina o polinucleétido con
una especie de origen diferente de la de una proteina o polinucleétido dado, pero con similitud de secuencia
significativa con la proteina o polinucleétido dado. Preferiblemente, los homdélogos de especie de polinucledtidos
tienen al menos el 60% de identidad de secuencia (més preferiblemente, al menos el 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
99%) con el polinucleétido dado y los homdlogos de especie de proteina tienen al menos el 30% de identidad de
secuencia (mas preferiblemente, al menos el 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%) con la
proteina dada, en los que la identidad de secuencia se determina comparando las secuencias de nucledtidos de los
polinucledtidos o la secuencias de aminoacidos de las proteinas cuando estan alineadas de manera que se
maximiza el solapamiento y la identidad mientras se minimizan los huecos de secuencia. Los homélogos de especie
pueden aislarse e identificarse preparando sondas o cebadores adecuados a partir de las secuencias
proporcionadas en el presente documento y examinando una fuente de &cido nucleico adecuada a partir de la
especie deseada. Preferiblemente, los homologos de especie son los aislados a partir de especies de mamiferos. Lo
mas preferiblemente, los homélogos de especie son los aislados a partir de ciertas especies de mamiferos tales
como, por ejemplo, Pan troglodytes, Gorilla gorilla, Pongo pygmaeus, Hylobates concolor, Macaca mulatta, Papio
papio, Papio hamadryas, Cercopithecus aethiops, Cebus capucinus, Aotus trivirgarus, Sanguinus oedipus,
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Microcebus murinus, Mus musculus, Rattus norvegicus, Cricetulus griseus, Felis catus, Mustela vison, Canis
familiaris, Oryctolagus cuniculus, Bos taurus, Ovis aries, Sus scrofa y Equus caballus, para los que se han creado
mapas genéticos que permiten la identificacion de relaciones sinténicas entre la organizacién gendémica de genes en
una especie y la organizacion gendmica de los genes relacionados en otra especie (O'Brien y Seuanez, 1988, Ann.
Rev. Genet. 22: 323-351; O'Brien et al., 1993, Nature Genetics 3: 103-112; Johansson et al., 1995, Genomics 25:
682-690; Lyons et al., 1997, Nature Genetics 15: 47-56; O’'Brien et al., 1997, Trends in Genetics 13(10): 393-399;
Carver y Stubbs, 1997, Genome Research 7: 1123-1137).

En el presente documento también se describen variantes alélicas de los polinucleétidos o proteinas descritas; es
decir, formas alternativas que se producen de manera natural de los polinucleétidos aislados que también codifican
proteinas que son idénticas o tienen secuencias significativamente similares a las codificadas por los polinucleétidos
descritos. Las variantes alélicas pueden tener al menos el 60% de identidad de secuencia (mas preferiblemente, al
menos el 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 99%) con el polinucledtido dado, en el que la identidad de secuencia se
determina comparando las secuencias de nucledtidos de los polinucle6tidos cuando estéan alineadas de manera que
se maximiza el solapamiento y la identidad mientras se minimizan los huecos de secuencia. Las variantes alélicas
pueden aislarse e identificarse preparando sondas o cebadores adecuados a partir de las secuencias
proporcionadas en el presente documento y examinando una fuente de acido nucleico adecuada a partir de
individuos de la especie apropiada.

La invencion también incluye polinucledtidos con secuencias complementarias a las de los polinucleétidos descritos
en el presente documento.

También se describen en el presente documento polinucleétidos que se hibridan en condiciones sumamente
rigurosas con polinucle6tidos descritos en el presente documento. En el presente documento también se describen
polinucledtidos que se hibridan en condiciones rigurosas o de rigurosidad reducida con polinucleétidos descritos en
el presente documento. Los ejemplos de condiciones de rigurosidad se muestran en la tabla siguiente: las
condiciones sumamente rigurosas son las que son al menos tan rigurosas como, por ejemplo, las condiciones A-F;
las condiciones rigurosas son al menos tan rigurosas como, por ejemplo, las condiciones G-L; y las condiciones de
rigurosidad reducida son al menos tan rigurosas como, por ejemplo, las condiciones M-R.

Condicion de | Hibrido de | Longitud del | Tampén y temperatura de | Tampdn y
rigurosidad polinucledtido hibrido (pb)* hibridacion’ temperatura de
lavado'

A ADN:ADN >50 | 65°C; 1xSSC o0 42°C; | 65°C; 0,3xSSC
1xSSC, formamida al 50%

B ADN:ADN <50 | Tg*; 1xSSC Tg*; 1SSC

C ADN:ARN >50 | 67°C; 1xSSC o 45°C; | 67°C; 0,3SSC
1xSSC, formamida al 50%

D ADN:ARN <50 | Tp*; 1XxSSC Tp*; 1SSC

E ARN:ARN >50 | 70°C; 1xSSC o 50°C; | 70°C; 0,3xSSC
1xSSC, formamida al 50%

F ARN:ARN <50 | T¢*; 1xSSC Te*;1xSSC

G ADN:ADN >50 | 65°C; 4xSSC o0 42°C; | 65°C; 1xSSC
4xSSC, formamida al 50%

H ADN:ADN <50 | Ty*; 4xSSC Tw*; 4xSSC

| ADN:ARN >50 | 67°C; 4xSSC o0 45°C; | 67°C; 1xSSC
4xSSC, formamida al 50%

J ADN:ARN <50 | Tj*; 4xSSC T;*; 4xSSC

K ARN:ARN >50 | 70°C; 4xSSC o 50°C; | 67°C; 1xSSC
4xSSC, formamida al 50%

L ARN:ARN <50 | T.*; 2xSSC T.*; 2xSSC

M ADN:ADN >50 | 50°C; 4xSSC o0 40°C; | 50°C; 2xSSC
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6xSSC, formamida al 50%

ADN:ADN <50 | Tn*; 6xSSC Tn*; 6XSSC
(0] ADN:ARN >50 | 55°C; 4xSSC o0 42°C; | 55°C; 2xSSC
6xSSC, formamida al 50%
P ADN:ARN <50 | Tp*; 6xSSC Tp*; 6XSSC
Q ARN:ARN >50 | 60°C; 4xSSC o0 45°C; | 60°C; 2xSSC

6xSSC, formamida al 50%

(continuacion)

Condicion de | Hibrido de | Longitud del | Tampo6n y temperatura de | Tampon y
rigurosidad polinucledtido hibrido (pb)* hibridacion’ temperatura de
lavado’
R ARN:ARN <50 | Tr*; 4SSC Tr*; 4SSC

*: La longitud del hibrido es la anticipada para la(s) regién/regiones hibridada(s) de los polinucleétidos de
hibridacion. Cuando se hibrida un polinucleétido con un polinucleétido diana de secuencia desconocida, se
supone que la longitud del hibrido es la del polinucleétido de hibridacion. Cuando se hibridan polinucleétidos
de secuencias conocidas, la longitud del hibrido puede determinarse alineando las secuencias de los
polinucleétidos e identificando la region o regiones de complementariedad 6ptima de secuencias.

" SSPE (1xSSPE es NaCl 0,15 M, NaH,PO, 10 mM y EDTA 1,25 mM, pH 7,4) puede sustituirse por SSC
(1xSSC es NaCl 0,15 M y citrato de sodio 15 mM) en los tampones de hibridacion y lavado; se realizan
lavados durante 15 minutos tras completar la hibridacion.

Tg- Tk la temperatura de hibridacion para hibridos que se anticipa que tienen menos de 50 pares de bases
de longitud debe ser 5-10°C inferior a la temperatura de fusion (Tm) del hibrido, en la que la T, se determina
segun las siguientes ecuaciones. Para hibridos de menos de 18 pares de bases de longitud, Tm(°C) = 2(n°
de bases A + T) + 4(n° de bases G + C). Para hibridos de entre 18 y 49 pares de bases de longitud. T,(°C) =
81,5 + 16,6(logw[Na’])+ 0,41(% de G+C) - (600/N), en la que N es el nimero de bases en el hibrido y [Na']
es la concentracion de iones sodio en el tampén de hibridacion ([Na'] para 1xSSC = 0,165 M).

En Sambrook, J., E. F. Fritsch y T. Maniatis, 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, capitulos 9 y 11 y Current Protocols in Molecular Biology, 1995, F. M.
Ausubel et al., eds., John Wiley & Sons, Inc., secciones 2.10 y 6.3-6.4, se proporcionan ejemplos adicionales de
condiciones de rigurosidad para la hibridacion de polinucleétidos.

Preferiblemente, cada uno de tales polinucleétidos de hibridacion tiene una longitud que es al menos el 25% (mas
preferiblemente al menos el 50% y lo mas preferiblemente al menos el 75%) de la longitud del polinucleétido de la
presente invencién con el que se hibrida y tiene al menos el 60% de identidad de secuencia (mas preferiblemente, al
menos el 75% de identidad; lo méas preferiblemente al menos el 90% o el 95% de identidad) con el polinucleétido de
la presente invencion con el que se hibrida, en el que la identidad de secuencia se determina comparando las
secuencias de los polinucleétidos de hibridacion de manera que se maximiza el solapamiento y la identidad mientras
se minimizan los huecos de secuencia.

El polinucledtido aislado de la invencién puede estar operativamente unido a una secuencia de control de la
expresion tal como los vectores de expresion pMT2 o pED descritos en Kaufman et al., Nucleic Acids Res. 19, 4485-
4490 (1991), con el fin de producir la proteina de manera recombinante. En la técnica se conocen muchas
secuencias de control de la expresién. También se conocen procedimientos generales de expresion de proteinas
recombinantes y se ejemplifican en R. Kaufman, Methods in Enzymology 185,537-566 (1990). Segun se define en el
presente documento, “operativamente unido” significa que el polinucleétido aislado de la invencion y una secuencia
de control de la expresion estan situados dentro de un vector o célula de tal manera que se expresa la proteina
mediante una célula huésped que se ha transformado (transfectado) con el polinucleétido acoplado/secuencia de
control de la expresion.

Varios tipos de células pueden actuar como células huésped para la expresion de la proteina. Las células huésped
de mamiferos incluyen, por ejemplo, células COS de mono, células de ovario de hamster chino (CHO), células 293
de rifion humano, células A431 epidérmicas humanas, células Colo205 humanas, células 3T3, células CV-1, otras
lineas celulares de primate transformadas, células diploides normales, cepas de células derivadas de cultivo in vitro
de tejido primario, explantos primarios, células HelLa, células L de raton, BHK, HL-60, U937, HaK o células Jurkat.

Como alternativa, puede ser posible producir la proteina en eucariotas inferiores tales como levaduras o en
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procariotas tales como bacterias. Las cepas de levadura potencialmente adecuadas incluyen Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, cepas de Kluyveromyces, Candida, o cualquier cepa de levadura que
pueda expresar proteinas heterdlogas. Las cepas bacterianas potencialmente adecuadas incluyen Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium o cualquier cepa bacteriana que pueda expresar proteinas heterélogas. Si
la proteina se fabrica en levaduras o bacterias, puede ser necesario modificar la proteina producida en las mismas,
por ejemplo mediante fosforilacion o glucosilacion de los sitios apropiados, con el fin de obtener la proteina
funcional. Tales uniones covalentes pueden lograrse usando procedimientos quimicos o enzimaticos conocidos.

La proteina también puede producirse uniendo de manera operativa el polinucleétido aislado de la invencién con
secuencias de control adecuadas en uno o mas vectores de expresion de insectos y empleando un sistema de
expresion en insectos. Los materiales y procedimientos para los sistemas de expresion en baculovirus/células de
insectos estan disponibles comercialmente en forma de kit de, por ejemplo, Invitrogen, San Diego, California, EE.UU.
(el kit MaxBac®) y tales procedimientos se conocen bien en la técnica, tal como se describe en Summers y Smith,
Texas Agricultural Experiment Station Bulletin n°® 1555 (1987). Tal como se usa en el presente documento, una

célula de insecto que puede expresar un polinucleétido de la presente invencion esta “transformada”.

La proteina de la invencion puede prepararse cultivando células huésped transformadas en condiciones de cultivo
adecuadas para expresar la proteina recombinante. Entonces puede purificarse la proteina expresada resultante a
partir de un cultivo de este tipo (es decir, a partir de medio de cultivo o extractos celulares) usando procedimientos
de purificacion conocidos, tales como cromatografia de intercambio idnico vy filtracién en gel. La purificacion de la
proteina también puede incluir una columna de afinidad que contiene agentes que se uniran a la proteina; una o0 mas
etapas de columna sobre resinas de afinidad tales como concanavalina A-agarosa, heparina-toyopearl® o Cibacrom
blue 3GA Sepharose®; una 0 mas etapas que implican cromatografia de interaccion hidréfoba usando resinas tales
como fenil éter, butil éter o propil éter; o cromatografia de inmunoafinidad.

Como alternativa, la proteina de la invencion también puede expresarse en una forma que facilitara la purificacion.
Por ejemplo, puede expresarse como una proteina de fusion, tal como las de proteina de unién a maltosa (MBP),
glutation-S-transferasa (GST) o tiorredoxina (TRX). Los kits para la expresion y purificacion de tales proteinas de
fusion estan disponibles comercialmente de New England BioLabs (Beverly, MA), Pharmacia (Piscataway. NJ) e
Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA), respectivamente. La proteina también puede marcarse con etiquetas con un
epitopo y posteriormente purificarse usando un anticuerpo especifico dirigido contra tal epitopo. Un epitopo de este
tipo (“Flag”) esta disponible comercialmente de Eastman Kodak Company (New Haven, CT).

Ademas, para purificar adicionalmente la proteina, pueden emplearse una o méas etapas de cromatografia de
liquidos de alto rendimiento en fase inversa (RP-HPLC) empleando medios de RP-HPLC hidréfoba, por ejemplo, gel
de silice que tiene grupos metilo u otros grupos alifaticos colgantes. También pueden emplearse algunas o todas las
etapas de purificacion anteriores, en diversas combinaciones, para proporcionar una proteina recombinante aislada
sustancialmente homogénea. La proteina asi purificada esta sustancialmente libre de otras proteinas de mamiferos
y se define segun la presente invencién como una “proteina aislada”.

La proteina de la invencion también puede expresarse como un producto de animales transgénicos no humanos, por
ejemplo, como componente de la leche de vacas, cabras, cerdos u ovejas transgénicas que se caracterizan por
células somaticas o germinales que contienen una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina.

La proteina también puede producirse mediante sintesis quimica convencional conocida. Los expertos en la técnica
conocen procedimientos para construir las proteinas de la presente invencion por medios sintéticos. Las secuencias
de proteina construida de manera sintética, en virtud de que comparten caracteristicas de estructura primaria,
secundaria o terciaria y/o conformacionales con proteinas, pueden poseer propiedades bioldgicas en comun con las
mismas, incluyendo actividad de proteina. Por tanto, pueden emplearse como sustitutos inmunoldgicos o
bioldgicamente activos para proteinas naturales, purificadas en la seleccién de compuestos terapéuticos y en
procedimientos inmunoldgicos para el desarrollo de anticuerpos.

Las proteinas proporcionadas en el presente documento también incluyen proteinas caracterizadas por secuencias
de aminoé&cidos similares a las de proteinas purificadas pero en las que se proporcionan modificaciones de manera
natural o se disefian deliberadamente mediante ingenieria. Por ejemplo, los expertos en la técnica pueden preparar
modificaciones en el péptido o secuencias de ADN usando técnicas conocidas. Las modificaciones de interés en las
secuencias de proteina pueden incluir la alteracion, sustitucién, reemplazo, insercién o delecién de un residuo de
aminoé&cido seleccionado en la secuencia codificante. Por ejemplo, uno o mas de los residuos de cisteina pueden
delecionarse o reemplazarse por otro aminoacido para alterar la conformacién de la molécula. Los expertos en la
técnica conocen bien las técnicas para tal alteracion, sustitucion, reemplazo, insercion o delecion (véase, por
ejemplo, la patente estadounidense numero 4.518.584). Preferiblemente, tal alteracion, sustitucion, reemplazo,
insercion o delecion conserva la actividad deseada de la proteina.

Otros fragmentos y derivados de las secuencias de proteinas que se espera que conserven actividad de proteina en
su totalidad o en parte y por tanto pueden ser Utiles para la seleccion u otras metodologias inmunolégicas también
pueden prepararse facilmente por los expertos en la técnica teniendo en cuenta las descripciones en el presente
documento. Se cree que tales modificaciones estan abarcadas por la presente invencion.
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Usos vy actividad biolégica

Los polinucledtidos y proteinas de la presente invencion pueden mostrar uno 0 mas de los usos o actividades
bioldgicas (incluyendo las asociadas con ensayos mencionados en el presente documento) identificadas a
continuacion. Los usos o actividades descritas para proteinas de la presente invencidon puede proporcionarse
mediante administracion o uso de tales proteinas o mediante administracion o uso de polinucleétidos que codifican
tales proteinas (tales como, por ejemplo, en terapias génicas o vectores adecuados para la introduccién ADN).

Usos de hGIL-19

Debido a su homologia con IL-10, la GIL-19/AE289 humana puede considerarse un miembro de la familia general de
las citocinas y como tal, puede mostrar actividades similares a IL-10. Las citocinas desempefian papeles importantes
en la salud y la enfermedad y tienen multiples indicaciones clinicas. Por tanto, esta molécula (y otras moléculas de la
presente invencion) seran (tiles como agonista en ciertas indicaciones clinicas y los antagonistas de esta molécula
seran utiles en otras situaciones clinicas, particularmente en aquellas en las que IL-10 actia como agonista o los
antagonistas de IL-10 actian como un antagonista. Si el farmaco preferido es el agonista o el antagonista dependera
de los aspectos particulares de la patologia de la enfermedad, tales como los tipos celulares implicados, la
naturaleza del estimulo y el microentorno celular.

En una realizacién preferida, una actividad de hGIL-19 es al menos una o mas de las siguientes actividades: (1)
modulacién, por ejemplo antagonizar una ruta de transduccién de sefales (por ejemplo una ruta dependiente de
GIL-19); (2) modulacion de la produccion y/o secrecion de citocinas (por ejemplo, produccién y/o secrecion de una
citocina proinflamatoria); (3) modulaciéon de la produccién y/o secrecién de linfocinas; (4) modulacién de la
produccién de moléculas de adhesion y/o adhesién celular; (5) modulacién de la expresién o actividad de factores de
transcripcion nucleares; (7) modulacion de la secrecion de IL-1; (8) competencia con receptores para otras citocinas;
(9) competencia con otra proteina miembro de la familia de hGIL-19 para unirse al receptor de hGIL-19; (10)
modulacion de la translocacion nuclear de receptor internalizado para hGIL-19 u otra citocina o receptor complejado
con ligando, (11) modulaciéon de la proliferacion, desarrollo o diferenciacion celular, por ejemplo, proliferacion,
desarrollo o diferenciacion estimulada por proteina hGIL-19 o estimulada por citocina (por ejemplo, de una célula
epitelial, por ejemplo, una célula epitelial escamosa del esdfago, o de una célula de la piel, por ejemplo, un
gueratinocito); (12) modulacion de la proliferacion, desarrollo o diferenciacion celular de una célula osteégena (por
ejemplo, de una célula precursora de osteoclastos, osteoclasto y/u osteoblasto); (13) modulacién de la formacion
Osea, metabolismo dseo y/u homeostasis 6sea (por ejemplo, inhibicién de la resorciéon 6sea); (15) modulacion de
respuestas inmunitarias celulares; (16) modulacién de acciones proinflamatorias mediadas por citocinas (por
ejemplo, inhibicion de la sintesis de proteina de fase aguda por hepatocitos, fiebre y/o sintesis de prostaglandina,
por ejemplo sintesis de PGE); y (17) promocion y/o potenciacién de la cicatrizacion de heridas.

Teniendo en cuenta su aparente papel inmunomodulador, las proteinas GIL-19/AE289 humanas pueden actuar
sobre los siguientes tipos celulares: células T, células B, células dendriticas, macrofagos/monocitos, neutrdfilos,
mastocitos, basdfilos, eosindfilos, células presentadoras de antigenos del sistema nervioso y células presentadoras
de antigenos del rifion. Basandose en su homologia con IL-10, las proteinas GIL-19/AE289 humanas (0 agonistas o
antagonistas de las mismas) pueden tener las siguientes actividades y usos:

(a) regulacién por incremento de respuestas inmunitarias humorales y atenda las reacciones inmunitarias mediadas
por células;

(b) funciébn como agente antiinflamatorio mediante inhibicion de la sintesis de citocinas y quimiocinas
proinflamatorias;

(c) modulacion de respuestas inflamatorias asociadas con lesion, septicemia, enfermedad gastrointestinal y
cardiovascular e inflamacién tras la cirugia;

(d) tratamiento de leucemia mielégena aguda, linfoma no de Hodgkin, trasplante de médula ésea para tratar al
receptor antes de un injerto, trasplante de médula 6sea para tratar las células madre del donante antes del
trasplante y para mejorar la enfermedad de injerto contra huésped tras un trasplante de médula 6sea;

(e) tratamiento de enfermedades autoinmunitarias mediadas por células tales como esclerosis mdltiple, diabetes,
artritis reumatoide, miastenia grave, lupus eritematoso sistémico, nefrotoxicidad asociada con glomerulonefritis,
enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad de Crohn, pancreatitis y asma.

Los agonistas de GIL-19/AE289 humana incluyen, sin limitacion, proteinas GIL-19/AE289 humanas y fragmentos,
mutantes de delecion y mutantes de adicion de las mismas; y péptido y compuestos de molécula pequefia que
interaccionan con el receptor u otra diana a la que se dirige la GIL-19/AE289 humana. Los antagonistas de GIL-
19/AE289 humana incluyen, sin limitacion, anticuerpos dirigidos contra proteinas GIL-19/AE289 humanas; formas
solubles del receptor u otra diana a la que se dirige la GIL-19/AE289 humana; anticuerpos dirigidos contra el
receptor u otra diana a la que se dirige la GIL-19/AE289 humana; y péptido y compuestos de molécula pequefia que
inhiben o interfieren con la interaccion de GIL-19/AE289 humana con su receptor u otra diana.
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Utilidades y usos de investigacion

Los polinucleétidos proporcionados por la presente invencion pueden usarse por la comunidad de investigacion para
diversos fines. Los polinucledtidos pueden usarse para expresar proteina recombinante para andlisis,
caracterizacion o uso terapéutico; como marcadores para tejidos en los que se expresa preferiblemente la proteina
correspondiente (ya sea constitutivamente o en una fase particular de diferenciacion o desarrollo tisular o en estados
patolégicos); como marcadores de peso molecular sobre geles de tipo Southern; como etiquetas o marcadores de
cromosomas (cuando estdn marcados) para identificar cromosomas o para mapear posiciones de genes
relacionados; para compararse con secuencias de ADN enddgenas en pacientes para identificar posibles trastornos
genéticos; como sondas para hibridarse y asi descubrir secuencias de ADN novedosas, relacionadas; como fuente
de informacién para derivar cebadores de PCR para la huella genética; como una sonda para “extraer por
sustraccién” secuencias conocidas en el procedimiento para descubrir otros polinucleétidos novedosos; para
seleccionar y preparar oligomeros para la unién a una “micromatriz génica” u otro soporte, incluyendo para la
exploracion de patrones de expresion; para preparar anticuerpos anti-proteina usando técnicas de inmunizacion de
ADN; y como antigeno para preparar anticuerpos anti-ADN o provocar otra respuesta inmunitaria. Cuando el
polinucledtido codifica una proteina que se une o potencialmente se une a otra proteina (tal como, por ejemplo, en
una interaccion receptor-ligando), el polinucleétido también puede usarse en ensayos de trampa de interaccion (tales
como, por ejemplo, los descritos en Gyuris et al., 1993, Cell 75: 791-803 y en Rossi et al., 1997, Proc. Natl. Acad Sci.
USA 94: 8405-8410) para identificar polinucleétidos que codifican la otra proteina con la que se produce la unién o
para identificar inhibidores de la interaccién de unién.

Las proteinas proporcionadas por la presente invencién pueden usarse de manera similar en ensayos para
determinar la actividad biolégica, incluyendo en un panel de mdltiples proteinas para la seleccion de alto
rendimiento; para preparar anticuerpos o0 para provocar otra respuesta inmunitaria; como reactivo (incluyendo el
reactivo marcado) en ensayos disefiados para determinar cuantitativamente los niveles de la proteina (o su receptor)
en fluidos biolégicos; como marcadores para tejidos en los que se expresa preferiblemente la proteina
correspondiente (ya sea constitutivamente o en una fase particular de la diferenciacién o desarrollo tisular o en un
estado patoldgico); y por supuesto, para aislar ligandos o receptores correlativos. Cuando la proteina se une o
posiblemente se une a otra proteina (tal como, por ejemplo, en una interaccion receptor-ligando), la proteina puede
usarse para identificar la otra proteina con la que se produce la unién o para identificar inhibidores de la interaccion
de union. Las proteinas implicadas en estas interacciones de union también pueden usarse para examinar para
seleccionar inhibidores peptidicos o de molécula pequefia o agonistas de la interaccion de union.

Cualquiera o todas estas utilidades de investigacién pueden desarrollarse en un formato de kit o calidad de reactivo
para su comercializacion como productos de investigacion.

Los procedimientos para realizar los usos enumerados anteriormente se conocen bien por los expertos en la técnica.
Las referencias que describen tales procedimientos incluyen, sin limitacion, “Molecular Cloning: A Laboratory
Manual”, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Sambrook, J., E. F. Fritsch y T. Maniatis eds., 1989 y
“Methods in Enzymology: Guide to Molecular Cloning Techniques”, Academic Press, Berger, S. L. y A. R. Kimmel
eds., 1987.

Usos nutricionales

Los polinucleétidos y proteinas de la presente invenciéon también pueden usarse como fuentes o complementos
nutricionales. Tales usos incluyen, sin limitacion, el uso como un complemento de proteinas o aminoacidos, uso
como una fuente de carbono, uso como una fuente de nitrégeno y uso como una fuente de hidratos de carbono. En
tales casos, la proteina o polinucleétido de la invencion puede afiadirse a la alimentacion de un organismo particular
0 puede administrarse como una preparacion sélida o liquida separada, tal como en forma de polvos, pastillas,
disoluciones, suspensiones o capsulas. En el caso de microorganismos, la proteina o polinucleétido de la invencién
puede afadirse al medio en o sobre el que se cultiva el microorganismo.

Actividad de citocinas y de diferenciacién/proliferacion celular

Una proteina de la presente invencion puede mostrar actividad de citocinas, de proliferacion celular (induciendo o
bien inhibiendo) o de diferenciacion celular (induciendo o bien inhibiendo) o puede inducir la producciéon de otras
citocinas en determinadas poblaciones celulares. Muchos factores proteicos descubiertos hasta la fecha, incluyendo
todas las citocinas conocidas, han mostrado actividad en uno o mas ensayos de proliferacion celular dependiente de
factor y por tanto los ensayos sirven como una confirmacion conveniente de la actividad de citocinas. La actividad de
una proteina de la presente invencion se pone en evidencia mediante uno cualquiera de varios ensayos rutinarios de
proliferacién celular dependiente de factor para lineas celulares incluyendo, sin limitacién, 32D, DA2, DA1G, T10,
B9, B9/11, BaF3, MC9/G, M+ (preBM+), 2E8, RB5, DA1, 123, T1165, HT2, CTLL2, TF-1, Mo7e y CMK. La actividad
de una proteina de la invencién puede medirse, entre otros medios, mediante los siguientes procedimientos:

Los ensayos para determinar la proliferacion de células T o timocitos incluyen sin limitacion los descritos en: Current
Protocols in Immunology, Ed por J. E. Coligan, A.M. Kruisbeek, D.H. Margulies, E.M. Shevach, W Strober, Pub.
Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience (capitulo 3, In vitro assays for Mouse Linfocyte Function 3.1-
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3.19; capitulo 7, Immunologic studies in Humans); Takai et al., J. Immunol. 137: 3494-3500, 1986; Bertagnolli et al.,
J. Immunol.145: 1706-1712, 1990; Bertagnolli et al., Cellular Immunology 133: 327-341, 1991; Bertagnolli, et al., J.
Immunol.149: 3778-3783, 1992; Bowman et al., J. Immunol. 152: 1756-1761, 1994.

Los ensayos para determinar la produccion de citocinas y/o proliferacion de células del bazo, células de los ganglios
linfaticos o timocitos incluyen, sin limitacion, los descritos en: Polyclonal T cell stimulation, Kruisbeek, A.M. y
Shevach, E.M. en Current Protocols in Immunology. J.E. Coligan eds. volumen 1 pags. 3.12.1-3.12.14, John Wiley
and Sons, Toronto. 1994; y Measurement of mouse and human Interferon y, Schreiber, R.D. en Current Protocols in
Immunology. J.E. Coligan eds. volumen 1 pags. 6.8.1-6.8.8, John Wiley and Sons, Toronto. 1994.

Los ensayos para determinar la proliferacion y diferenciacion de células hetamopoyéticas y linfopoyéticas incluyen,
sin limitacion, los descritos en: Measurement of Human and Murine Interleukin 2 and Interleukin 4, Bottomly, K.,
Davis, L.S. y Lipsky, P.E. en Current Protocols in Immunology. J.E.e.a. Coligan eds. volumen 1 pags. 6.3.1-6.3.12,
John Wiley and Sons, Toronto. 1991; deVries et al., J. Exp. Med. 173: 1205-1211, 1991; Moreau et al., Nature 336:
690-692, 1988; Greenberger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80: 2931-2938, 1983; Measurement of mouse and
human interleukin 6 - Ndrdan, R. en Current Protocols in Immunology. J.E.e.a. Coligan eds. volumen | pags. 6.6.1-
6.6.5, John Wiley and Sons, Toronto. 1991; Smith et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83: 1857-1861, 1986;
Measurement of human Interleukin 11 - Bennett, F., Giannotti, J., Clark, S.C. y Turner, K. J. en Current Protocols in
Immunology. J.E.e.a. Coligan eds. volumen 1 pags. 6.15.1 John Wiley and Sons, Toronto. 1991; Measurement of
mouse and human Interleukin 9 - Ciarletta, A., Giannotti, J., Clark, S.C. y Turner, K.J. en Current Protocols in
Immunology. J.E.e.a. Coligan eds. volumen 1 pags. 6.13.1, John Wiley and Sons, Toronto. 1991.

Los ensayos para determinar respuestas de clones de células T frente a antigenos (que identificaran, entre otras,
proteinas que afectan a las interacciones APC-células T asi como los efectos directos de células T midiendo la
proliferacion y produccion de citocinas) incluyen, sin limitacion, los descritos en: Current Protocols in Immunology, Ed
by J. E. Coligan, A.M. Kruisbeek, D.H. Margulies, E.M. Shevach, W Strober, Pub. Greene Publishing Associates and
Wiley-Interscience (capitulo 3, In vitro assays for Mouse Linfocyte Function; capitulo 6, Cytokines and their cellular
receptors; capitulo 7, Immunologic studies in Humans); Weinberger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 6091-6095,
1980; Weinberger et al., Eur. J. Immun.11: 405-411, 1981; Takai et al., J. Immunol. 137: 3494-3500,1986; Takai et
al., J. Immunol. 140: 508-512, 1988.

Actividad inmunoestimulante o inmunosupresora

Una proteina de la presente invencion también puede mostrar actividad inmunoestimulante o inmunosupresora,
incluyendo sin limitacion las actividades para las que se describen ensayos en el presente documento. Una proteina
puede ser (til en el tratamiento de diversas deficiencias y trastornos inmunitarios (incluyendo inmunodeficiencia
combinada grave (SCID)), por ejemplo, en la regulacién (por incremento o disminucién) del crecimiento y
proliferacion de linfocitos T y/o B, asi como afectando a la actividad citolitica de células NK y otras poblaciones
celulares. Estas inmunodeficiencias pueden ser genéticas o producidas por infecciones viricas (por ejemplo, VIH) asi
como bacterianas o fungicas, o pueden resultar de trastornos autoinmunitarios. Mas especificamente, las
enfermedades infecciosas producidas por infeccion virica, bacteriana, fungica u otra infeccion pueden se tratables
usando una proteina de la presente invencion, incluyendo infecciones por VIH, virus de la hepatitis, herpesvirus,
micobacterias, Leishmania spp., malaria spp. y diversas infecciones fungicas tales como candidiasis. Por supuesto,
a este respecto, una proteina de la presente invencion también puede ser util cuando puede desearse generalmente
un refuerzo del sistema inmunitario, es decir, en el tratamiento del cancer.

Los trastornos autoinmunitarios que pueden tratarse usando una proteina de la presente invencién incluyen, por
ejemplo, enfermedad del tejido conjuntivo, esclerosis multiple, lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide,
inflamacion pulmonar autoinmunitaria, sindrome de Guillain-Barre, tiroiditis autoinmunitaria, diabetes mellitus
dependiente de insulina, miastenia grave, enfermedad de injerto contra el huésped y enfermedad ocular inflamatoria
autoinmunitaria. Tal proteina de la presente invencion también puede ser Util en el tratamiento de reacciones y
estados alérgicos, tales como asma (particularmente asma alérgica) u otros problemas respiratorios. Otros estados,
en los que se desea una supresion inmunitaria (incluyendo, por ejemplo, trasplante de 6rganos), también pueden
tratarse usando una proteina de la presente invencion.

Usando las proteinas de la invencion, también puede ser posible regular las respuestas inmunitarias de varias
formas. La regulacion por disminucién puede ser en forma de inhibicién o bloqueo de una respuesta inmunitaria ya
en progreso o puede implicar impedir la induccidon de una respuesta inmunitaria. Las funciones de las células T
activadas pueden inhibirse suprimiendo las respuestas de células T o induciendo tolerancia especifica en células T,
0 ambas. La inmunosupresion de las respuestas de células T es generalmente un proceso activo, no especifico de
antigeno que requiere una exposicién continua de las células T al agente supresor. La tolerancia, que implica inducir
una no receptividad o anergia en las células T, puede distinguirse de la inmunosupresién porque esta es
generalmente especifica de antigeno y persiste después de que haya cesado la exposicién al agente de tolerancia.
Operacionalmente, la tolerancia puede demostrarse mediante la carencia de una respuesta de células T tras la
reexposicion a un antigeno especifico en ausencia del agente de tolerancia.

La regulacion por disminucién o prevencion de una o mas funciones de antigeno (incluyendo sin limitacion funciones
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de antigeno para linfocitos B (tales como, por ejemplo, B7), por ejemplo, impidiendo altos niveles de sintesis de
linfocinas mediante células T activadas, sera (til en situaciones de trasplante de tejido, piel y 6rgano y en
enfermedad de injerto contra el huésped (EICH). Por ejemplo, el bloqueo de la funcién de células T debe dar como
resultado una reduccion en la destruccion de tejido en el trasplante de tejido. Normalmente, en trasplantes de tejido,
el rechazo del trasplante se inicia a través de su reconocimiento como extrafio por células T, seguido por una
reacciéon inmunitaria que destruye el trasplante. La administracion de una molécula que inhibe o bloquea la
interaccion de un antigeno para linfocitos B7 con su(s) ligando(s) natural(es) o células inmunitarias (tales como una
forma monomeérica, soluble de un péptido que tiene actividad B7-2 solo o junto con una forma monomérica de un
péptido que tiene una actividad de otro antigeno para linfocitos B (por ejemplo, B7-1, B7-3) o un anticuerpo
bloqueante, antes del trasplante, puede conducir a la uniéon de la molécula al/a los ligando(s) natural(es) en las
células inmunitarias sin trasmitir la correspondiente sefial coestimuladora. El bloqueo de la funciéon de antigeno para
linfocitos B en esta materia impide la sintesis de citocinas por células inmunitarias, tales como células T y por tanto
actia como un inmunosupresor. Ademas, la falta de coestimulacion también puede ser suficiente para provocar la
anergia de las células T, induciendo de ese modo tolerancia en un sujeto. La induccién de tolerancia a largo plazo
mediante reactivos bloqueantes del antigeno para linfocitos B puede evitar la necesidad de una administracion
repetida de estos reactivos bloqueantes. Para lograr una inmunosupresiéon o tolerancia suficientes en un sujeto,
también puede ser necesario bloquear la funciéon de una combinacién de antigenos de linfocitos B.

La eficacia de los reactivos bloqueantes particulares en la prevencién del rechazo de trasplantes de 6rganos o EICH
puede evaluarse usando modelos animales que son predictivos de la eficacia en seres humanos. Los ejemplos de
sistemas apropiados que pueden usarse incluyen injertos cardiacos alogénicos en ratas e injertos xenogénicos de
células de los islotes pancreaticos en ratones, ambos de los cuales se han usado para examinar los efectos
inmunosupresores de las proteinas de fusion CTLA4Ig in vivo tal como se describe en Lenschow et al., Science 257:
789-792 (1992) y Turka et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 89: 11102-11105 (1992). Ademas, pueden usarse modelos
murinos de EICH (véase Paul ed., Fundamental Immunology, Raven Press, Nueva York, 1989, pags 846-847) para
determinar el efecto del bloqueo de la funcidon de antigeno para linfocitos B in vivo sobre el desarrollo de esa
enfermedad.

El bloqueo de la funcion de antigeno también puede ser terapéuticamente Util para tratar enfermedades
autoinmunitarias. Muchos trastornos autoinmunitarios son el resultado de una activaciéon inapropiada de las células T
gue son reactivas frente al propio tejido y que fomentan la produccion de citocinas y autoanticuerpos implicados en
la patologia de las enfermedades. La prevencion de la activacion de células T autorreactivas puede reducir o
eliminar los sintomas de la enfermedad. Puede usarse la administracion de reactivos que bloquean la coestimulacion
de células T alterando las interacciones receptor:ligando de los antigenos de linfocitos B para inhibir la activacion de
células T y prevenir la produccién de autoanticuerpos o citocinas derivadas de células T que pueden estar
implicadas en el proceso de la enfermedad. Adicionalmente, los reactivos bloqueantes pueden inducir tolerancia
especifica de antigeno de células T autorreactivas que podria conducir a un alivio a largo plazo de la enfermedad. La
eficacia de los reactivos bloqueantes en la prevencion o alivio de los trastornos autoinmunitarios puede determinarse
usando varios modelos animales bien caracterizados de enfermedades autoinmunitarias humanas. Los ejemplos
incluyen encefalitis autoinmunitaria experimental murina, lupus eritematoso sistémico en ratones MRL/Ipr/lpr o
ratones hibridos NZB, artritis del colageno autoinmunitaria murina, diabetes mellitus en ratones NOD y ratas BB y
miastenia grave experimental murina (véase Paul ed., Fundamental Immunology, Raven Press, Nueva York, 1989,
paginas 840-856).

La regulacion por incremento de una funcién de antigeno (preferiblemente una funcién de antigeno para linfocitos B),
como medio para regular por incremento respuestas inmunitarias, también puede ser Util en terapia. La regulacion
por incremento de las respuestas inmunitarias puede ser en forma de potenciacion de una respuesta inmunitaria
existente o de provocacion de una respuesta inmunitaria inicial. Por ejemplo, la potenciacion de una respuesta
inmunitaria mediante la estimulacion de una funciéon de antigeno para linfocitos B puede ser util en casos de
infeccion virica. Ademads, las enfermedades viricas sistémicas tales como gripe, resfriado comdn y encefalitis
podrian aliviarse mediante la administracion sistémica de formas estimuladoras de formas de antigenos de linfocitos
B.

Como alternativa, pueden potenciarse las respuestas inmunitarias antivirales en un paciente infectado eliminando
células T del paciente, coestimulando las células T in vitro con APC pulsadas con antigenos virales que expresan un
péptido de la presente invencion o bien junto con una forma estimuladora de un péptido soluble de la presente
invencién y reintroduciendo las células T activadas in vitro en el paciente. Otro procedimiento para potenciar las
respuestas inmunitarias antivirales sera aislar células infectadas de un paciente, transfectarlas con un acido nucleico
que codifica una proteina de la presente invencion tal como se describe en el presente documento de modo que las
células expresen toda o una parte de la proteina sobre su superficie y reintroducir la células transfectadas en el
paciente. Las células infectadas ahora pueden administrar una sefial coestimuladora a y activar de ese modo, las
células T in vivo.

En otra aplicacién, la regulacién por incremento o potenciacion de una funcidon de antigeno (preferiblemente una
funcién de antigenos para linfocitos B) puede ser Util en la induccién de inmunidad tumoral. Pueden administrarse
células tumorales (por ejemplo, sarcoma, melanoma, linfoma, leucemia, neuroblastoma, carcinoma) transfectadas
con un acido nucleico que codifica al menos un péptido de la presente invencién a un sujeto para superar la
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tolerancia especifica de tumor en el sujeto. Si se desea, la célula tumoral puede transfectarse para expresar una
combinacién de péptidos. Por ejemplo, las células tumorales obtenidas de un paciente pueden transfectarse ex vivo
con un vector de expresion que dirige la expresién de un péptido que tiene actividad de tipo B7-2 solo, o junto con un
péptido que tiene actividad de tipo BT-1 y/o actividad de tipo BT-3. Las células tumorales transfectadas se devuelven
al paciente para dar como resultado la expresion de los péptidos sobre la superficie de la célula transfectada. Como
alternativa, pueden usarse técnicas de terapia génica para dirigirse a una célula tumoral para la transfeccion in vivo.

La presencia del péptido de la presente invencién que tiene la actividad de un(os) antigeno(s) para linfocitos B sobre
la superficie de la célula tumoral proporciona la sefial de coestimulacién necesaria a las células T para inducir una
respuesta inmunitaria mediada por células T frente a las células tumorales transfectadas. Ademas, pueden
transfectarse células tumorales que carecen de las moléculas del MHC de clase | o del MHC de clase Il, o que no
pueden reexpresar cantidades suficientes de las moléculas del MHC de clase | o del MHC de clase Il, con un &cido
nucleico que codifica toda o una parte (por ejemplo, una parte truncada de un dominio citoplasmatico) de una
proteina de cadena a del MHC de clase | y una proteina de > microglobulina o una proteina de cadena a del MHC
de clase Il y una proteina de cadena § del MHC de clase Il para expresar de ese modo proteinas del MHC de clase |
o del MHC de clase Il sobre la superficie celular. La expresion del MHC de clase | o de clase Il apropiado junto con
un péptido que tiene la actividad de un antigeno para linfocitos B (por ejemplo, B7-1, B7-2, B7-3) induce una
respuesta inmunitaria mediada por células T frente a la célula tumoral transfectada. Opcionalmente, un gen que
codifica una construcciéon antisentido que bloquea la expresién de una proteina asociada al MHC de clase I, tal
como la cadena invariante, también puede cotransfectarse con un ADN que codifica un péptido que tiene la actividad
de un antigeno para linfocitos B para fomentar la presentacién de antigenos asociados a tumor e inducir inmunidad
especifica de tumor. Por tanto, la induccidon de una respuesta inmunitaria mediada por células T en un sujeto
humano puede ser suficiente para superar la tolerancia especifica de tumor en el sujeto.

La actividad de una proteina de la invencion puede medirse, entre otros medios, mediante los siguientes
procedimientos:

Los ensayos adecuados para determinar la citotoxicidad de timocitos o esplenocitos incluyen, sin limitacion, los
descritos en: Current Protocols in Immunology, Ed por J. E. Coligan, A.M. Kruisbeek, D.H. Margulies, E.M. Shevach,
W Strober, Pub. Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience (capitulo 3, In vitro assays for Mouse
Linfocyte Function 3.1-3.19; capitulo 7, Immunologic studies in Humans); Herrmann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
78: 2488-2492,1981; Herrmann et al., J. Immunol. 128: 1968-1974, 1982; Handa et al., J. Immunol. 135: 1564-1572,
1985; Takai et al., J. Immunol. 137: 3494-3500, 1986; Takai et al., J. Immunol. 140: 508-512, 1988; Herrmann et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 2488-2492, 1981; Herrmann et al., J. Immunol. 128: 1968-1974, 1982; Handa et al., J.
Immunol.135: 1564-1572, 1985; Takai et al., J. Immunol. 137: 3494-3500, 1986; Bowman et al., J. Virology 61: 1992-
1998; Takai et al., J. Immunol. 140: 508-512, 1988; Bertagnolli et al., Cellular Immunology 133: 327-341, 1991,
Brown et al., J. Immunol. 153: 3079-3092, 1994.

Los ensayos para determinar respuestas de inmunoglobulina dependientes de células T y cambio de isotipo (que
identificaran, entre otras, proteinas que modulan las respuestas de anticuerpo dependientes de células T y que
afectan a los perfiles de Th1/Th2) incluyen, sin limitacién, los descritos en: Maliszewski, J. Immunol. 144: 3028-3033,
1990; y Assays for B cell function: In vitro antibody production, Mond, J.J. y Brunswick, M. en Current Protocols in
Immunology. J.E.e.a. Coligan eds. volumen 1 pags. 3.8.1-3.8.16, John Wiley and Sons, Toronto. 1994.

Los ensayos de reaccion mixta de linfocitos (MLR) (que identificardn, entre otras, proteinas que generan
predominantemente respuestas de Thl y CTL) incluyen, sin limitacion, los descritos en: Current Protocols in
Immunology, Ed por J.E. Coligan, A.M. Kruisbeek. D.H. Margulies, E.M. Shevach, W Strober, Pub. Greene
Publishing Associates and Wiley-Interscience (capitulo 3, In vitro assays for Mouse Linfocyte Function 3.1-3.19;
capitulo 7, Immunologic studies in Humans); Takai et al., J. Immunol. 137: 3494-3500, 1986; Takai et al., J. Immunol.
140: 508=512, 1988; Bertagnolli et al., J. Immunol. 149: 3778-3783, 1992.

Los ensayos dependientes de células dendriticas (que identificaran, entre otras, proteinas expresadas por células
dendriticas que activan células T virgenes) incluyen, sin limitacién, los descritos en: Guery et al., J. Immunol. 134:
536-544, 1995; Inaba et al., Journal of Experimental Medicine 173: 549-559, 1991; Macatonia et al., Journal of
Immunology 154: 5071-5079,1995; Porgador et al., Journal of Experimental Medicine 182: 255-260, 1995; Nair et al.,
Journal of Virology 67: 4062-4069, 1993; Huang et al., Science 264: 961-965, 1994; Macatonia et al., Journal of
Experimental Medicine 169: 1255-1264, 1989; Bhardwaj et al., Journal of Clinical Investigation 94: 797-807, 1994; e
Inaba et al., Journal of Experimental Medicine 172: 631-640, 1990.

Los ensayos para determinar la supervivencia/apoptosis de linfocitos (que identificaran, entre otras, proteinas que
impiden la apoptosis tras la induccién por un superantigeno y proteinas que regulan la homeostasis de linfocitos)
incluyen, sin limitacién, los descritos en: Darzynkiewicz et al., Cytometry 13: 795-808, 1992; Gorczyca et al.,
Leukemia 7: 659-670, 1993; Gorczyca et al.,, Cancer Research 53: 1945-1951, 1993; Itoh et al., Cell 66: 233-243,
1991; Zacharchuk, Journal of Immunology 145: 4037-4045, 1990 ; Zamai et al., Cytometry 14: 891-897, 1993;
Gorczyca et al., International Journal of Oncology 1: 639-648, 1992.

Los ensayos para detectar proteinas que influyen en las etapas tempranas del compromiso y desarrollo de células T

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2530857 T3

incluyen, sin limitacion, los descritos en: Antica et al., Blood 84: 111-117, 1994; Fine et al., Cellular Immunology 155:
111-122, 1994; Galy et al., Blood 85: 2770-2778, 1995; Toki et al., Proc. Nat. Acad Sci. USA 88: 7548-7551, 1991.

Actividad requladora de la hematopoyesis

Una proteina de la presente invencion puede ser Util en la regulacion de la hematopoyesis y en consecuencia, en el
tratamiento de deficiencias de células mieloides o linfoides. Incluso una actividad biol6gica marginal en apoyo de
células formadoras de colonias o de lineas celulares dependientes de factor indica una implicacién en la regulacion
de la hematopoyesis, por ejemplo, para apoyar el crecimiento y proliferacion de células progenitoras eritroides solas
0 en combinacién con otras citocinas, indicando de ese modo utilidad, por ejemplo, en el tratamiento de diversas
anemias o para su uso junto con irradiacién/quimioterapia para estimular la produccidn de precursores eritroides y/o
células eritroides; para apoyar el crecimiento y proliferacion de células mieloides tales como granulocitos y
monocitos/macroéfagos (es decir, actividad de CSF tradicional) atiles, por ejemplo, junto con quimioterapia para
impedir o tratar la mielosupresion consecuente; para apoyar el crecimiento y proliferacion de megacariocitos y en
consecuencia de plaquetas permitiendo de ese modo la prevencion o tratamiento de diversos trastornos plaquetarios
tales como trombocitopenia y en general para su uso en lugar de, o complementario a, transfusiones de plaquetas;
y/o para apoyar el crecimiento y proliferacion de células madre hematopoyéticas que pueden madurar para dar todas
y cada una de las células hematopoyéticas mencionadas anteriormente y por tanto encuentran utilidad terapéutica
en diversos trastornos de células madre (tales como los tratados normalmente con trasplante, incluyendo, sin
limitacion, anemia aplésica y hemoglobinuria nocturna paroxismal), asi como en la repoblacién del compartimiento
de células madre tras la irradiacion/quimioterapia, in vivo o0 bien ex vivo (es decir, junto con trasplante de médula
Osea o con trasplante de células progenitoras periféricas (homélogas o heterélogas)) como células normales o
manipuladas genéticamente para terapia génica.

La actividad de una proteina de la invencion puede medirse, entre otros medios, mediante los siguientes
procedimientos:

Los ensayos adecuados para determinar la proliferacion y diferenciacion de diversas lineas hematopoyéticas se
citaron anteriormente.

Los ensayos para determinar la diferenciacion de células madre embrionarias (que identificaran, entre otras,
proteinas que influyen en la hematopoyesis de diferenciacién embrionaria) incluyen, sin limitacién, los descritos:
Johansson et al. Cellular Biology 15: 141-151, 1995; Keller et al., Molecular and Cellular Biology 13: 473-486, 1993;
McClanahan et al., Blood 81: 2903-2915,1993.

Los ensayos para determinar la supervivencia y diferenciacion de células madre (que identificaran, entre otras,
proteinas que regulan la linfohematopoyesis) incluyen, sin limitacion, los descritos en: Methylcellulose colony forming
assays, Freshney, M.G. en Culture of Hematopoietic Cells. R.l. Freshney, et al. eds. volumen pags. 265-268, Wiley-
Liss, Inc., Nueva York, NY. 1994; Hirayama et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 5907-5911, 1992; Primitive
hematopoietic colony forming cells with high proliferative potential, McNiece, I.K. y Briddell, R.A. en Culture of
Hematopoietic Cells. R.l. Freshney, et al. eds. volumen pags. 23-39, Wiley-Liss, Inc., Nueva York, NY. 1994; Neben
et al., Experimental Hematology 22: 353-359, 1994; Cobblestone area forming cell assay, Ploemacher, R.E. en
Culture of Hematopoietic Cells. R.l. Freshney, et al. eds. volumen péags. 1-21, Wiley-Liss, Inc., Nueva York, NY.
1994; Long term bone marrow cultures in the presence of stromal cells, Spooncer, E., Dexter, M. y Allen, T. en
Culture of Hematopoietic Cells. R.I. Freshney, et al. eds. volumen pags. 163-179, Wiley-Liss, Inc., Nueva York, NY.
1994; Long term culture initiating cell assay, Sutherland, H.J. en Culture of Hematopoietic Cells. R.I.Freshney, et al.
eds. volumen pags. 139-162, Wiley-Liss, Inc., Nueva York, NY. 1994.

Actividad de crecimiento de tejido

Una proteina de la presente invencion también puede tener utilidad en composiciones usadas para el crecimiento o
regeneracion de huesos, cartilagos, tendones, ligamentos y/o tejido nervioso, asi como para la cicatrizacién de
heridas y reparacion y sustitucion de tejidos y en el tratamiento de quemaduras, incisiones y Ulceras.

Una proteina de la presente invencion, que induce el crecimiento de cartilago y/o hueso en circunstancias en las que
normalmente no se forma hueso, tiene aplicacién en la curacion de fracturas 6seas y dafio o defectos en el cartilago
en seres humanos y otros animales. Tal preparacion que emplea una proteina de la invenciéon puede tener uso
profilactico en la reduccion de fracturas cerradas asi como abiertas y también en la fijacibn mejorada de
articulaciones artificiales. La formacion de huesos de novo inducida por un agente osteogénico contribuye a la
reparacion de defectos craneofaciales congénitos, inducidos por traumatismo o inducidos por reseccién oncoldgica y
también es util en la cirugia plastica estética.

También puede usarse una proteina de la invencion en el tratamiento de enfermedad periodontal y en otros
procedimientos de reparacion dental. Tales agentes pueden proporcionar un entorno para atraer células formadoras
de huesos, estimular el crecimiento de células formadoras de huesos o inducir la diferenciacion de progenitores de
células formadoras de huesos. Una proteina de la invencié también puede ser util en el tratamiento de la
osteoporosis o0 artrosis, tal como mediante la estimulacion de la reparaciéon de huesos y/o cartilagos o bloqueando la
inflamacidn o los procesos de destruccién de tejido (actividad colagenasa, actividad de osteoclasto, etc) mediados
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por procesos inflamatorios.

Otra categoria de actividad de regeneracion de tejido que puede ser atribuible a la proteina de la presente invencion
es la formacion de tendones/ligamentos. Una proteina de la presente invencién, que induce la formacion de tejido de
tipo tendén/ligamento u otro tejido en circunstancias en las que no se forma normalmente tal tejido, tiene aplicacion
en la curacion de desgarros de tendones o ligamentos, deformidades y otros defectos de tendones o ligamentos en
seres humanos y otros animales. Tal preparacion que emplea una proteina inductora de tejido de tipo
tenddn/ligamento puede tener uso profilactico para prevenir el dafio al tejido de tendén o ligamento, asi como un uso
en la fijacibn mejorada del tenddn o ligamento al hueso y otros tejidos y en la reparacién de defectos en tejido de
tenddn o ligamento. La formacion de novo de tejido de tipo tendén/ligamento inducida por una composiciéon de la
presente invencién contribuye a la reparacién de defectos de tendones o ligamentos congénitos, inducidos por
traumatismos u otros de otro origen y también es (til en la cirugia plastica estética para unir o reparar tendones o
ligamentos. Las composiciones de la presente invencion pueden proporcionar un entorno para atraer células
formadoras de tendones o ligamentos, estimular el crecimiento de las células formadoras de tendones o ligamentos,
inducir la diferenciacion de progenitores de células formadoras de tendones o ligamentos, o inducir el crecimiento de
células de tendones/ligamentos o progenitores ex vivo para devolverlas in vivo para efectuar la reparacion de tejidos.
Las composiciones de la invenciéon también pueden ser Utiles en el tratamiento de la tendinitis, sindrome del tdnel
carpiano y otros defectos de tendones o ligamentos. Las composiciones también pueden incluir una matriz y/o
agente secuestrante apropiados como vehiculo tal como se conoce bien en la técnica.

La proteina de la presente invencion también puede ser (til para la proliferacion de células neurales y para la
regeneracion de tejido nervioso y cerebral, es decir, para el tratamiento de enfermedades y neuropatias del sistema
nervioso central y periférico, asi como de trastornos mecanicos y por traumatismo, que implican degeneracion,
muerte o traumatismo en células neurales o tejido nervioso. Mas especificamente, puede usarse una proteina en el
tratamiento de enfermedades del sistema nervioso periférico, tales como lesiones de nervio periférico, neuropatia
periférica y neuropatias localizadas y enfermedades del sistema nervioso central, tales como enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica y sindrome de Shy-
Drager. Otros estados que pueden tratarse segun la presente invencion incluyen trastornos mecanicos y por
traumatismo, tales como trastornos de la médula espinal, traumatismo craneoencefalico y enfermedades
cerebrovasculares tales como accidente cerebrovascular. Las neuropatias periféricas que resultan de quimioterapia
u otras terapias médicas también pueden tratarse usando una proteina de la invencion.

Las proteinas de la invencion también pueden ser Utiles para fomentar un mejor o méas rapido cierre de heridas no
cicatrizadas, incluyendo sin limitacion Ulceras por presion, Ulceras asociadas con insuficiencia vascular, heridas
quirdrgicas y por traumatismo y similares.

Se espera que una proteina de la presente invencién también muestre actividad para la generaciéon o regeneracion
de otros tejidos, tales como 6rganos (incluyendo, por ejemplo, pancreas, higado, intestino, rifidn, piel, endotelio),
musculo (liso, esquelético o cardiaco) y tejido vascular (incluyendo endotelio vascular), o para fomentar el
crecimiento de células que comprenden tales tejidos. Parte de los efectos deseados pueden ser mediante la
inhibicion o modulacion de la cicatrizacion fibrética para permitir que se regenere el tejido normal. Una proteina de la
invencion también puede mostrar actividad angiogénica.

Una proteina de la presente invencion también puede ser Util para la proteccién o regeneracion intestinal y para el
tratamiento de fibrosis pulmonar o hepética, lesién por reperfusion en diversos tejidos y estados que resultan del
dafio sistémico por citocinas.

Una proteina de la presente invencion también puede ser util para fomentar o inhibir la diferenciaciéon de los tejidos
descritos anteriormente a partir de células o tejidos precursores; o0 para inhibir el crecimiento de los tejidos descritos
anteriormente.

La actividad de una proteina de la invencion puede medirse, entre otros medios, mediante los siguientes
procedimientos:

Los ensayos para determinar la actividad de generacion de tejidos incluyen, sin limitacion, los descritos en:
publicacion de patente internacional nimero WO095/16035 (hueso, cartilago, tenddn); publicacion de patente
internacional niumero WQO95/05846 (nervio, neuronal); publicacién de patente internacional nimero W091/07491
(piel, endotelio).

Los ensayos para determinar la actividad de curacién de heridas incluyen, sin limitacién, los descritos en: Winter,
Epidermal Wound Healing, pags. 71-112 (Maibach, HI y Rovee, DT, eds.), Year Book Medical Publishers, Inc.,
Chicago, modificado por Eaglstein y Mertz, J. Invest. Dermatol 71: 382-84 (1978).

Actividad de activina/inhibina

Una proteina de la presente invencion también puede mostrar actividades relacionadas con activina o inhibina. Las
inhibinas se caracterizan por su capacidad para inhibir la liberacion de la hormona estimulante del foliculo (FSH),
mientras que las activinas se caracterizan por su capacidad para estimular la liberacién de la hormona estimulante
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del foliculo (FSH). Por tanto, una proteina de la presente invencién, sola o en heterodimeros con un miembro de la
familia de las inhibinas, puede ser Gtil como anticonceptivo basandose en la capacidad de las inhibinas de reducir la
fertilidad en mamiferos hembra y reducir la espermatogénesis en mamiferos macho. La administracion de
cantidades suficientes de otras inhibinas puede inducir esterilidad en estos mamiferos. Como alternativa, la proteina
de la invencion, como un homodimero o como un heterodimero con otras subunidades proteicas del grupo de la
inhibina B, puede ser atil como un compuesto terapéutico inductor de fertilidad, basandose en la capacidad de las
moléculas de activina para estimular la liberacion de FSH a partir de células de la hipdfisis anterior. Véase, por
ejemplo, la patente estadounidense 4.798.885. Una proteina de la invencidon también puede ser (til para el avance
de la aparicion de fertilidad en mamiferos sexualmente inmaduros, de modo que se aumenta el rendimiento
reproductor durante toda la vida de animales domésticos tales como vacas, ovejas y cerdos.

La actividad de una proteina de la invencion puede medirse, entre otros medios, mediante los siguientes
procedimientos:

Los ensayos para determinar la actividad de activina/inhibina incluyen, sin limitacién, los descritos en: Vale et al.,
Endocrinology 91: 562-572,1972; Ling et al., Nature 321: 779-782, 1986; Vale et al., Nature 321: 776-779, 1986;
Mason et al., Nature 318: 659-663, 1985; Forage et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 3091-3095, 1986.

Actividad guimiotactica/quimiocinética

Una proteina de la presente invencion puede tener actividad quimiotactica o quimiocinética (por ejemplo, actia como
una quimiocina) para células de mamifero, incluyendo, por ejemplo, monocitos, fibroblastos, neutrdfilos, células T,
mastocitos, eosinofilos, células epiteliales y/o endoteliales. Pueden usarse las proteinas quimiotacticas o
quimiocinéticas para movilizar o atraer una poblacion celular deseada hasta un sitio de accion deseado. Las
proteinas quimiotacticas o quimiocinéticas proporcionan ventajas particulares en el tratamiento de heridas y otros
traumatismos en tejidos, asi como en el tratamiento de infecciones localizadas. Por ejemplo, la atracciéon de
linfocitos, monocitos o neutréfilos hasta tumores o sitios de infeccion puede dar como resultado respuestas
inmunitarias mejoradas frente al tumor o el agente infeccioso.

Una proteina o péptido tiene actividad quimiotactica para una poblacién celular particular si puede estimular, directa
o indirectamente, la orientacion o movimiento dirigido de tal poblacion celular. Preferiblemente, la proteina o péptido
tiene la capacidad de estimular directamente el movimiento de las células. Puede determinarse facilmente si una
proteina particular tiene actividad quimiotactica para una poblacién de células empleando tal proteina o péptido en
cualquier ensayo conocido para determinar la quimiotaxis celular.

La actividad de una proteina de la invencion puede medirse, entre otros medios, mediante los siguientes
procedimientos:

Los ensayos para determinar la actividad quimiotactica (que identificardn proteinas que inducen o impiden la
guimiotaxis) consisten en ensayos que miden la capacidad de una proteina para inducir la migracién de células a
través de una membrana asi como la capacidad de una proteina para inducir la adhesién de una poblacion celular a
otra poblacién celular. Los ensayos adecuados para determinar el movimiento y adhesién incluyen, sin limitacion, los
descritos en: Current Protocols in Immunology, Ed by J.E. Coligan, A.M. Kruisbeek, D.H. Margulies, E.M. Shevach,
W. Strober, Pub. Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience (capitulo 6.12, Measurement of alpha and
beta Chemokines 6.12.1-6.12.28; Taub et al. J. Clin. Invest. 95: 1370-1376,1995; Lind et al. APMIS 103: 140-146,
1995; Muller et al Eur. J. Immunol. 25: 1744-1748; Gruber et al. J. de Immunol.152: 5860-5867, 1994; Johnston et al.
J. of Immunol. 153: 1762-1768, 1994.

Actividad hemostasica y trombolitica

Una proteina de la invencién también puede mostrar actividad hemostasica o trombolitica. Como resultado, se
espera que tal proteina sea util en el tratamiento de diversos trastornos de coagulacion (incluyendo trastornos
hereditarios, tales como hemofilias) o para potenciar la coagulaciéon y otros acontecimientos hemostasicos para
tratar heridas que resultan de traumatismos, cirugia y otras causas. Una proteina de la invencion también puede ser
util para disolver o inhibir la formacion de trombos y para el tratamiento y prevencién de estados que resultan de los
mismos (tales como, por ejemplo, infarto de los vasos del sistema nervioso central y cardiacos (por ejemplo,
accidente cerebrovascular)).

La actividad de una proteina de la invencion puede medirse, entre otros medios, mediante los siguientes
procedimientos:

Los ensayos para determinar la actividad hemostésica y trombolitica incluyen, sin limitacién, los descritos en: Linet et
al., J. Clin. Pharmacol. 26: 131-140, 1986; Burdick et al., Thrombosis Res. 45: 413-419, 1987; Humphrey et al.,
Fibrinolysis 5: 71-79 (1991); Schaub, Prostaglandins 35: 467-474, 1988.

Actividad de receptor/ligando

Una proteina de la presente invencién también puede mostrar actividad como receptores, ligandos de receptor o
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inhibidores o agonistas de las interacciones receptor/ligando. Los ejemplos de tales receptores y ligandos incluyen,
sin limitacion, receptores de citocina y sus ligandos, cinasas de receptor y sus ligandos, fosfatasas de receptor y sus
ligandos, receptores implicados en interacciones célula-célula y sus ligandos (incluyendo sin limitacién, moléculas de
adhesion celular (tales como selectinas, integrinas y sus ligandos) y pares de receptor/ligando implicados en la
presentacion de antigenos, reconocimiento de antigenos y desarrollo de respuestas inmunitarias celulares y
humorales). Los receptores y ligandos también son (tiles para la seleccion de posibles inhibidores de molécula
pequefia o peptidicos de la interaccion relevante receptor/ligando. Una proteina de la presente invencion
(incluyendo, sin limitacion, fragmentos de receptores y ligandos) puede ser Util por si misma como inhibidor de las
interacciones receptor/ligando.

La actividad de una proteina de la invencion puede medirse, entre otros medios, mediante los siguientes
procedimientos:

Los ensayos adecuados para determinar la actividad receptor-ligando incluyen sin limitacién los descritos en:
Current Protocols in Immunology, Ed por J.E. Coligan, A.M. Kruisbeek, D.H. Margulies, E.M. Shevach, W.Strober,
Pub. Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience (capitulo 7.28, Measurement of Cellular Adhesion under
static conditions 7.28.1-7.28.22), Takai et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 6864-6868, 1987; Bierer et al., J. Exp.
Med. 168: 1145-1156, 1988; Rosenstein et al., J. Exp. Med. 169: 149-160 1989; Stoltenborg et al., J. Immunol.
Methods 175: 59-68, 1994, Stitt et al., Cell 80: 661-670, 1995.

Actividad antiinflamatoria

Las proteinas de la presente invencion también pueden mostrar actividad antiinflamatoria. La actividad
antiinflamatoria puede lograrse proporcionando un estimulo a las células implicadas en la respuesta inflamatoria,
inhibiendo o fomentando las interacciones célula-célula (tal como, por ejemplo, la adhesion celular), inhibiendo o
fomentando la quimiotaxis de las células implicadas en el proceso inflamatorio, inhibiendo o fomentando la
extravasacion celular, o estimulando o suprimiendo la produccion de otros factores que inhiben o fomentan mas
directamente una respuesta inflamatoria. Pueden usarse proteinas que muestran tales actividades para tratar
estados inflamatorios incluyendo estados crénicos o agudos, que incluyen sin limitacion inflamaciéon asociada con
infeccion (tal como choque séptico, septicemia o sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS)), lesion por
isquemia-reperfusion, mortalidad por endotoxina, artritis, rechazo hiperagudo mediado por el complemento, nefritis,
lesién pulmonar inducida por citocina o quimiocina, enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad de Crohn o
gue resulta de la sobreproduccion de citocinas tales como TNF o IL-1. Las proteinas de la invencién también son
utiles para tratar la anafilaxis e hipersensibilidad a una sustancia o material antigénico.

Actividad de cadherina/supresora de la invasién tumoral

Las cadherinas son moléculas de adhesion dependientes de calcio que parecen desempefiar papeles importantes
durante el desarrollo, particularmente en la definicion de tipos celulares especificos. La pérdida o alteracion de la
expresion normal de cadherina puede conducir a cambios en las propiedades de adhesién celular unidas al
crecimiento tumoral y la metastasis. EI mal funcionamiento de las cadherinas también esta implicado en otras
enfermedades humanas, tales como pénfigo vulgar y pénfigo foliaceo (enfermedades autoinmunitarias cutaneas con
ampollas), enfermedad de Crohn y algunas anomalias del desarrollo.

La superfamilia de la cadherina incluye bastante mas de cuarenta miembros, cada uno con un patrén de expresion
diferenciado. Todos los miembros de la superfamilia tienen en comin repeticiones extracelulares conservadas
(dominios de cadherina), pero se encuentran diferencias estructurales en otras partes de la molécula. Los dominios
de cadherina se unen al calcio para formar su estructura terciaria y por tanto se requiere calcio para mediar su
adhesion. Solo unos pocos aminoacidos en el primer dominio de cadherina proporcionan la base de la adhesion
homdfila; la modificacion de este sitio de reconocimiento puede cambiar la especificidad de una cadherina de modo
que en lugar de reconocerse solo a si misma, la molécula mutante ahora puede unirse también a una cadherina
diferente. Ademas, algunas cadherinas participan en adhesion heterdfila con otras cadherinas.

La E-cadherina, un miembro de la superfamilia de la cadherina, se expresa en tipos de células epiteliales.
Patologicamente, si se pierde la expresion de E-cadherina en un tumor, las células malignas se vuelven invasivas y
el cancer experimenta metastasis. La transfeccion de lineas de células cancerigenas con polinucleétidos que
expresan E-cadherina ha invertido los cambios asociados al cancer, devolviendo las formas celulares alteradas a las
normales, restaurando la adhesividad de las células entre si y con su sustrato, disminuyendo la tasa de crecimiento
celular y reduciendo drasticamente el crecimiento celular independiente de la unién. Por tanto, la reintroduccion de la
expresion de E-cadherina invierte los carcinomas a un estadio menos avanzado. Es probable que otras cadherinas
tengan el mismo papel supresor de la invasién en carcinomas derivados de otros tipos de tejido. Por tanto, las
proteinas de la presente invenciéon con actividad de cadherina y los polinucleétidos de la presente invencion que
codifican tales proteinas, pueden usarse para tratar el cancer. La introduccién de tales proteinas o polinucle6tidos en
células cancerigenas puede reducir o eliminar los cambios cancerigenos observados en estas células
proporcionando una expresion normal de cadherina.

También se ha mostrado que las células cancerigenas expresan cadherinas de un tipo de tejido diferente que su
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origen, permitiendo asi a estas células invadir y experimentar metastasis en un tejido diferente en el organismo. En
estas células las cadherinas expresadas de manera inapropiada pueden sustituirse por las proteinas de la presente
invencién con actividad de cadherina y los polinucleétidos de la presente invencion que codifican tales proteinas,
restaurando las propiedades adhesivas celulares normales y reduciendo o eliminando la tendencia de las células a
la metéstasis.

Adicionalmente, las proteinas de la presente invencién con actividad de cadherina y los polinucleétidos de la
presente invencion que codifican tales proteinas, pueden usarse para generar anticuerpos gue reconocen y se unen
a las cadherinas. Tales anticuerpos pueden usarse para bloquear la adhesién de cadherinas de células tumorales
expresadas de manera inapropiada, impidiendo que las células formen un tumor en otra parte. Tal anticuerpo anti-
cadherina también puede usarse como un marcador del grado, tipo patoldgico y prondstico de un cancer, es decir,
cuanto mas avanzado esté el cancer, menos expresion de cadherina habra y esta disminucion en la expresion de
cadherina puede detectarse mediante el uso de un anticuerpo de unién a cadherina.

Los fragmentos de proteinas de la presente invencion con actividad de cadherina, preferiblemente un polipéptido
gue comprende un decapéptido del sitio de reconocimiento de la cadherina y los polinucledtidos de la presente
invencion que codifican tales fragmentos de proteinas, también pueden usarse para bloquear la funcion de la
cadherina uniéndose a las cadherinas e impidiendo que se unan en formas que produzcan efectos no deseados.
Adicionalmente, los fragmentos de proteinas de la presente invencion con actividad de cadherina, preferiblemente
fragmentos de cadherina solubles truncados, que se ha descubierto que son estables en la circulacién de pacientes
con cancer y los polinucleétidos que codifican tales fragmentos de proteinas, pueden usarse para alterar la adhesion
célula-célula apropiada.

Los ensayos para determinar la actividad adhesiva de cadherina y la actividad supresora invasiva incluyen, sin
limitacion, los descritos en: Hortsch et al. J Biol Chem 270 (32): 18809-18817, 1995; Miyaki et al. Oncogene 11:
2547-2552, 1995; Ozawa et al. Cell 63: 1033-1038,1990.

Actividad de inhibicién tumoral

Ademas de las actividades descritas anteriormente para el tratamiento inmunolégico o prevencién de tumores, una
proteina de la presente invencion puede mostrar otras actividades antitumorales. Una proteina puede inhibir el
crecimiento tumoral directa o indirectamente (tal como, por ejemplo, mediante citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpos (ADCC)). Una proteina puede mostrar su actividad inhibidora de tumores actuando
sobre el tejido tumoral o el tejido precursor de tumores, inhibiendo la formacién de tejidos necesarios para soportar
el crecimiento tumoral (tales como, por ejemplo, inhibiendo la angiogénesis), provocando la produccion de otros
factores, agentes o tipos celulares que inhiben el crecimiento tumoral, o suprimiendo, eliminando o inhibiendo
factores, agentes o tipos celulares que fomentan el crecimiento tumoral.

Otras actividades

Una proteina de la invencién también puede mostrar una 0 méas de las siguientes actividades o efectos adicionales:
inhibicion del crecimiento, infeccién o funcién de, o destruccion de, agentes infecciosos, incluyendo, sin limitacién,
bacterias, virus, hongos y otros parasitos; afectacién (supresion o potenciacién) de caracteristicas corporales,
incluyendo, sin limitacion, altura, peso, color del pelo, color de los ojos, piel, proporcion de grasa a magro u otra
pigmentacion de tejido, o el tamafio o la forma de un 6rgano o parte del cuerpo (tal como, por ejemplo, aumento o
disminucion de pecho, cambio en la forma o conformacion ésea), afectacion de los biorritmos o ciclos o ritmos
circadianos; afectacion de la fertilidad de sujetos macho o hembra; afectacién del metabolismo, catabolismo,
anabolismo, procesamiento, utilizacion, almacenamiento o eliminacién de grasas, lipidos, proteinas, hidratos de
carbono, vitaminas, minerales, cofactores dietéticos u otros factores o componente(s) nutricionales; afectacion de
caracteristicas de comportamiento, incluyendo, sin limitacion, apetito, libido, estrés, cognicién (incluyendo trastornos
cognitivos), depresiéon (incluyendo trastornos depresivos) y comportamientos violentos; proporcionamiento de
efectos analgésicos u otros efectos de reduccion del dolor; fomento de la diferenciacion y crecimiento de células
madre embrionarias en linajes diferentes de los linajes hematopoyéticos; actividad hormonal o endocrina; en el caso
de enzimas, correccion de deficiencias de la enzima y tratamiento de enfermedades relacionadas con la deficiencia;
tratamiento de trastornos hiperproliferativos (tales como, por ejemplo, psoriasis); actividad de tipo inmunoglobulina
(tal como, por ejemplo, la capacidad de unirse a antigenos o al complemento); y la capacidad de actuar como un
antigeno en una composicion de vacuna para producir una respuesta inmunitaria frente a tal proteina u otro material
o entidad que tiene reactividad cruzada con tal proteina.

Administracién y dosificacién

Una proteina de la presente invencion (derivada de cualquier fuente, incluyendo sin limitacion de fuentes
recombinantes y no recombinantes) puede usarse en una composicion farmacéutica cuando se combina con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Tal composicion también puede contener (ademas de una proteina y un
vehiculo) diluyentes, cargas, sales, tampones, estabilizantes, solubilizantes y otros materiales bien conocidos en la
técnica. La expresion “farmacéuticamente aceptable” significa un material no téxico que no interfiere con la eficacia
de la actividad bioldgica del/de los principio(s) activo(s). Las caracteristicas del vehiculo dependeran de la via de

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2530857 T3

administracion. La composicion farmacéutica descrita en el presente documento también puede contener citocinas,
linfocinas u otros factores hematopoyéticos tales como M-CSF, GM-CSF, TNF, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,
IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IFN, TNFO, TNF1, TNF2, G-CSF, Meg-CSF, trombopoyetina, factor
de células madre y eritropoyetina. La composicion farmacéutica puede contener ademdas otros agentes que
potencian la actividad de la proteina o bien complementan su actividad o uso en el tratamiento. Tales factores y/o
agentes adicionales pueden incluirse en la composicién farmacéutica para producir un efecto sinérgico con la
proteina de la invencion, o para minimizar los efectos secundarios. A la inversa, puede incluirse una proteina de la
presente invencién en las formulaciones de citocina, linfocina, otro factor hematopoyético, factor trombolitico o
antitrombdtico o agente antiinflamatorio particulares para minimizar los efectos secundarios de la citocina, linfocina,
otro factor hematopoyético, factor trombolitico o antitrombético o agente antiinflamatorio.

Una proteina de la presente invencién puede ser activa en multimeros (por ejemplo, heterodimeros u homodimeros)
o complejos consigo misma u otras proteinas. Como resultado, las composiciones farmacéuticas de la invencion
pueden comprender una proteina de la invencion en tal forma multimérica o complejada.

La composicion farmacéutica descrita en el presente documento puede estar en forma de un complejo de la(s)
proteina(s) de la presente invencion junto con antigenos proteicos o peptidicos. El antigeno proteico y/o peptidico
administrara una sefial estimuladora tanto a linfocitos B como T. Los linfocitos B responderan al antigeno a través de
su receptor de inmunoglobulina de superficie. Los linfocitos T responderan al antigeno a través del receptor de
células T (TCR) tras la presentacion del antigeno por proteinas del MHC. Las proteinas del MHC y estructuralmente
relacionadas incluyendo las codificadas por los genes del MHC de clase | y de clase Il sobre células huésped
serviran para presentar el/los antigeno(s) peptidico(s) a los linfocitos T. Los componentes antigénicos también
pueden suministrarse como complejos MHC-péptido purificados solos o con moléculas coestimuladoras que pueden
sefializar directamente células T. Como alternativa, pueden combinarse anticuerpos que pueden unirse a
inmunoglobulinas de superficie y otras moléculas sobre células B asi como anticuerpos que pueden unirse al TCR y
otras moléculas sobre células T, con la composicién farmacéutica de la invencion.

La composicion farmacéutica descrita en el presente documento puede estar en forma de un liposoma en el que la
proteina de la presente invencién se combina, ademas de con otros vehiculos farmacéuticamente aceptables, con
agentes anfipaticos tales como lipidos que existen en forma agregada como micelas, monocapas insolubles,
cristales liquidos o capas lamelares en disolucidon acuosa. Los lipidos adecuados para la formulacion liposomial
incluyen, sin limitacion, monoglicéridos, diglicéridos, sulfatidas, lisolecitina, fosfolipidos, saponina, acidos biliares y
similares. La preparacion de tales formulaciones liposomiales estéa dentro del conocimiento en la técnica, tal como se
describe, por ejemplo, en la patente estadounidense nimero 4.235.871; la patente estadounidense numero
4.501.728; la patente estadounidense nimero 4.837.028 y la patente estadounidense nimero 4.737.323.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” significa la cantidad total
de cada principio activo de la composicidn farmacéutica o procedimiento que es suficiente para mostrar un beneficio
significativo al paciente, es decir, tratamiento, curacién, prevencion o mejora del estado médico relevante, o un
aumento en la velocidad de tratamiento, curacién, prevencion o mejora de tales estados. Cuando se aplica a un
principio activo individual, administrado solo, la expresion se refiere a ese principio solo. Cuando se aplica a una
combinacion, la expresion se refiere a cantidades combinadas de los principios activos que dan como resultado el
efecto terapéutico, ya se administren en combinacion, en serie o de manera simultanea.

En la practica del uso médico de la presente invencion, se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de la
proteina de la presente invencién a un mamifero que tiene un estado que ha de tratarse. La proteina de la presente
invencién puede administrarse bien sola o bien en combinaciéon con otras terapias tales como tratamientos que
emplean citocinas, linfocinas u otros factores hematopoyéticos. Cuando se administra conjuntamente con una 0 mas
citocinas, linfocinas u otros factores hematopoyéticos, la proteina de la presente invencién puede administrarse de
manera simultanea con la(s) citocina(s), linfocina(s) u otro(s) factor(es) hematopoyético(s), factores tromboliticos o
antitromboticos, o bien de manera secuencial. Si se administra de manera secuencial, el médico encargado decidira
la secuencia apropiada de administracion de la proteina de la presente invencion en combinacion con citocina(s),
linfocina(s), otro(s) factor(es) hematopoyético(s), factores tromboliticos o antitrombdticos.

La administracion de la proteina de la presente invencion usada en la compaosicion farmacéutica o para poner en
practica el uso médico de la presente invencion puede llevarse a cabo de una variedad de formas convencionales,
tales como ingestion oral, inhalacién, aplicacion tdpica o inyeccion cutdnea, subcuténea, intraperitoneal, parenteral o
intravenosa. Se prefiere la administracion intravenosa al paciente.

Cuando se administra por via oral una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina de la presente invencion, la
proteina de la presente invencién estara en forma de un comprimido, capsula, polvo, disolucién o elixir. Cuando se
administra en forma de comprimido, la composicion farmacéutica de la invencion puede contener adicionalmente un
vehiculo sélido tal como gelatina o un adyuvante. El comprimido, capsula y polvo contienen desde aproximadamente
el 5% hasta el 95% de proteina de la presente invencién y preferiblemente desde aproximadamente el 25% hasta el
90% de proteina de la presente invencion. Cuando se administra en forma liquida, puede afadirse un vehiculo
liquido tal como agua, petréleo, aceites de origen animal o vegetal tales como aceite de cacahuete, aceite mineral,
aceite de semilla de soja o aceite de sésamo, o0 aceites sintéticos. La forma liquida de la composicion farmacéutica
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puede contener ademas solucién salina fisiolégica, dextrosa u otra disolucion de sacérido, o glicoles tales como
etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol. Cuando se administra en forma liquida, la composicidon farmacéutica
contiene desde aproximadamente el 0,5% en peso hasta el 90% en peso de proteina de la presente invencion y
preferiblemente desde aproximadamente el 1% hasta el 50% de proteina de la presente invencion.

Cuando se administra mediante inyeccion intravenosa, cutanea o subcutdnea una cantidad terapéuticamente eficaz
de proteina de la presente invencion, la proteina de la presente invencion estara en forma de una disolucién acuosa
parenteralmente aceptable, libre de pir6genos. La preparaciéon de tales disoluciones de proteina parenteralmente
aceptables, con la debida atencion al pH, isotonicidad, estabilidad y similares, esta dentro del conocimiento en la
técnica. Una composicion farmacéutica para inyeccién intravenosa, cutanea o subcutanea debe contener, ademas
de una proteina de la presente invencion, un vehiculo isoténico tal como inyeccién de cloruro de sodio, inyeccién de
Ringer, inyeccién de dextrosa, inyeccidon de dextrosa y cloruro de sodio, inyeccion de Ringer con lactato u otro
vehiculo tal como se conoce en la técnica. La composicion farmacéutica descrita en el presente documento también
puede contener estabilizantes, conservantes, tampones, antioxidantes u otros aditivos conocidos por los expertos en
la técnica.

La cantidad de proteina de la presente invencién en la composicién farmacéutica descrita en el presente documento
dependera de la naturaleza y gravedad del estado que va a tratarse y de la naturaleza de los tratamientos anteriores
a los que se ha sometido el paciente. En Gltima instancia, el médico encargado decidira la cantidad de proteina de la
presente invencion con la que tratar a cada paciente individual. Inicialmente, el médico encargado administrara dosis
bajas de la proteina de la presente invencion y observara la respuesta del paciente. Pueden administrarse dosis
mayores de la proteina de la presente invencion hasta que se obtenga el efecto terapéutico éptimo para el paciente
y en ese punto no se aumentard mas la dosificacién. Se contempla que las diversas composiciones farmacéuticas
usadas para poner en practica el uso médico de la presente invencion deben contener de aproximadamente 0,01 pg
a aproximadamente 100 mg (preferiblemente de aproximadamente 0,1 ng a aproximadamente 10 mg, mas
preferiblemente de aproximadamente 0,1 pug a aproximadamente 1 mg) de proteina de la presente invencion por kg
de peso corporal.

La duracién del tratamiento intravenoso usando la composiciéon farmacéutica descrita en el presente documento
variara dependiendo de la gravedad de la enfermedad que esta tratdndose y el estado y posible respuesta
idiosincratica de cada paciente individual. Se contempla que la duraciéon de cada aplicacién de la proteina de la
presente invencién estara en el intervalo de 12 a 24 horas de administracion intravenosa continua. En dltima
instancia, el médico encargado decidira la duracién apropiada del tratamiento intravenoso usando la composicion
farmacéutica descrita en el presente documento.

La proteina de la invencion también puede usarse para inmunizar animales para obtener anticuerpos policlonales y
monoclonales que reaccionan especificamente con la proteina. Tal como se usa en el presente documento, el
término “anticuerpo” incluye sin limitacion un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo
guimérico, un anticuerpo de cadena sencilla, un anticuerpo con injerto de CDR, un anticuerpo humanizado, o
fragmentos de los mismos que se unen a la proteina indicada. Tal término también incluye cualquier otra especie
derivada de un anticuerpo o secuencia de anticuerpo que puede unirse a la proteina indicada.

Pueden producirse anticuerpos frente a una proteina particular mediante procedimientos bien conocidos por los
expertos en la técnica. Por ejemplo, pueden producirse anticuerpos monoclonales mediante generacion de
hibridomas que producen anticuerpos segun procedimientos conocidos (véase por ejemplo, Goding, 1983,
Monoclonal Antibodies: principles and practice, Academic Press Inc., Nueva York; y Yokoyama, 1992, “Production of
Monoclonal Antibodies” en Current Protocols in Immunology, Unit 2.5, Greene Publishing Assoc. y John Wiley &
Sons). Pueden producirse anticuerpos y sueros policlonales mediante inoculacion de un sujeto mamifero con la
proteina relevante o fragmentos de la misma segun procedimientos conocidos. Pueden producirse fragmentos de
anticuerpos, receptores u otros péptidos reactivos a partir de los anticuerpos correspondientes mediante rotura y
recogida, de los fragmentos deseados segln procedimientos conocidos (véase por ejemplo, Goding, mencionado
anteriormente; y Andrew et al., 1992, “Fragmentation of Immunoglobulins” en Current Protocols in Immunology, Unit
2.8, Greene Publishing Assoc. y John Wiley & Sons). También pueden producirse anticuerpos quiméricos y
anticuerpos de cadena sencilla segun procedimientos recombinantes conocidos (véanse por ejemplo, los
documentos 5.169.939, 5.194.594 y 5.576.184). También pueden prepararse anticuerpos humanizados a partir de
anticuerpos murinos correspondientes segun procedimientos bien conocidos (véanse por ejemplo, las patentes
estadounidenses numeros 5.530.101, 5.585.089 y 5.693.762). Adicionalmente, pueden producirse anticuerpos
humanos en animales no humanos tales como ratones que se han alterado genéticamente para expresar moléculas
de anticuerpo humano (véase por ejemplo Fishwild et al., 1996, Nature Biotechnology 14: 845-851; Mendez et al.,
1997, Nature Genetics 15: 146-156 (fe de errata de Nature Genetics 16: 410); y las patentes estadounidenses
5.877.397 y 5.625.126). Tales anticuerpos pueden obtenerse usando la proteina entera o bien fragmentos de la
misma como inmundgeno. Adicionalmente, los inmundgenos de péptido pueden contener un residuo de cisteina en
el extremo carboxilo-terminal y se conjugan con un hapteno tal como hemocianina de lapa californiana (KLH). Los
procedimientos para sintetizar tales péptidos se conocen en la técnica, por ejemplo, como en R. P. Merrifield, J.
Amer. Chem. Soc. 85, 2149-2154 (1963); J. L. Krstenansky, et al., FEBS Lett. 211, 10 (1987).

Los anticuerpos monoclonales que se unen a la proteina de la invencién pueden ser agentes de diagndéstico Utiles
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para la inmunodeteccion de la proteina. Los anticuerpos monoclonales neutralizantes que se unen a la proteina
también pueden ser agentes terapéuticos Utiles tanto para estados asociados con la proteina como también en el
tratamiento de algunas formas de cancer en las que esta implicada la expresion anémala de la proteina. En el caso
de células cancerosas o células leucémicas, los anticuerpos monoclonales neutralizantes contra la proteina pueden
ser Utiles para detectar y prevenir la expansion metastasica de las células cancerosas, que puede estar mediada por
la proteina.

Para las composiciones descritas en el presente documento que son Utiles para la regeneracién de huesos,
cartilagos, tendones o ligamentos, el procedimiento terapéutico incluye administrar la composicidn por via topica,
sistematica o local como un implante o dispositivo. Cuando se administra, la composicion terapéutica para su uso en
esta invencion esta, por supuesto, en una forma libre de pirégenos, fisiolégicamente aceptable. Ademas, la
composicion puede estar de manera deseable encapsulada o inyectarse en una forma viscosa para su
administracion al sitio del dafio en el hueso, cartilago o tejido. La administracion tépica puede ser adecuada para la
cicatrizacion de heridas y reparacion de tejidos. Como alternativa o adicionalmente, en los procedimientos descritos
en el presente documento, pueden administrarse simultdnea o secuencialmente con la composicion, agentes
terapéuticamente Utiles distintos de una proteina de la invencién que también pueden incluirse opcionalmente en la
composicion tal como se describid anteriormente. Preferiblemente, para la formacion de huesos y/o cartilagos, la
composicién incluira una matriz que puede administrar la composicién que contiene proteina al sitio del dafio en el
hueso y/o cartilago, proporcionando una estructura para desarrollar hueso y cartilago que de manera éptima puede
resorberse en el cuerpo. Tales matrices pueden estar formadas por materiales actualmente en uso para otras
aplicaciones médicas implantadas.

La eleccion del material de la matriz se basa en la biocompatibilidad, biodegradabilidad, propiedades mecénicas,
aspecto cosmético y propiedades de superficie de contacto. La aplicacion particular de las composiciones definira la
formulacion apropiada. Las posibles matrices para las composiciones pueden ser sulfato de calcio, fosfato de
tricalcio, hidroxiapatita, poli(acido lactico), poli(acido glicélico) y polianhidridos biodegradables y quimicamente
definidos. Otros posibles materiales son biodegradables y estan biol6gicamente bien definidos, tales como colageno
G6seo o dérmico. Otras matrices estan compuestas por proteinas puras o componentes de matriz extracelular. Otras
posibles matrices no son biodegradables y estan quimicamente definidas, tales como hidroxiapatita sinterizada,
biovidrio, aluminatos u otras ceramicas. Las matrices pueden estar compuestas por combinaciones de cualquiera de
los tipos de material mencionados anteriormente, tales como poli(acido lactico) e hidroxiapatita o colageno y fosfato
de tricalcio. Las bioceramicas pueden tener su composicion alterada, tales como en aluminato-fosfato de calcio y
procesarse para alterar el tamafio de poro, tamafio de particula, forma de particula y biodegradabilidad.

En el presente documento, se prefiere un copolimero 50:50 (peso molecular) de acido lactico y acido glicélico en
forma de particulas porosas que tienen diametros que oscilan entre 150 micrémetros y 800 micrometros. En algunas
aplicaciones, sera util utilizar un agente secuestrante, tal como carboximetilcelulosa o coagulo de sangre autéloga,
para evitar que las composiciones de proteina se disocien de la matriz.

Una familia preferida de agentes secuestrantes son los materiales celuldsicos tales como alquilcelulosas (incluyendo
hidroxialquilcelulosas), incluyendo  metilcelulosa, etilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa y carboximetilcelulosa, siendo las méas preferidas las sales cationicas de
carboximetilcelulosa (CMC). Otros agentes secuestrantes preferidos incluyen acido hialurénico, alginato de sodio,
poli(etilenglicol), poli(6xido de oxietileno), polimero de carboxivinilo y poli(alcohol vinilico). La cantidad de agente
secuestrante Util en el presente documento es del 0,5-20% en peso, preferiblemente del 1-10% en peso basandose
en el peso de formulacién total, que representa la cantidad necesaria para impedir la desorcion de la proteina de la
matriz polimérica y para proporcionar un manejo apropiado de la composicion, pero no tanto como para que se
impida que las células progenitoras se infiltren en la matriz, proporcionando asi a la proteina la oportunidad de
ayudar en la actividad osteogénica de las células progenitoras.

En otras composiciones, las proteinas de la invencion pueden combinarse con otros agentes beneficiosos para el
tratamiento del defecto en huesos y/o cartilagos, heridas o tejidos en cuestion. Estos agentes incluyen diversos
factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento derivado de las
plaguetas (PDGF), factores transformadores de crecimiento (TGF-o y TGF-B) y factor de crecimiento similar a
insulina (IGF).

Las composiciones terapéuticas también son valiosas en el presente documento para aplicaciones veterinarias.
Particularmente, los animales domésticos y caballos de pura sangre, ademas de los seres humanos, son pacientes
deseados para tal tratamiento con proteinas de la presente invencion.

El régimen de dosificacion de una composicion farmacéutica que contiene proteina que debe usarse en la
regeneracion de tejidos se determinarad por el médico encargado considerando diversos factores que modifican la
accion de las proteinas, por ejemplo, cantidad de peso de tejido que se desea formar, el sitio del dafio, el estado del
tejido dafiado, el tamafio de una herida, tipo de tejido dafiado (por ejemplo, hueso), la edad, sexo y dieta del
paciente, la gravedad de cualquier infeccion, momento de administracién y otros factores clinicos. La dosificacion
puede variar con el tipo de matriz usada en la reconstitucién y con la inclusién de otras proteinas en la composicion
farmacéutica. Por ejemplo, la adicién de otros factores de crecimiento conocidos, tales como IGF | (factor | de
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crecimiento similar a insulina), en la composicién final, también puede afectar a la dosificacién. Puede controlarse el
progreso mediante evaluaciones periddicas del crecimiento y/o reparacién del tejido/hueso, por ejemplo, rayos X,
determinaciones histomorfométricas y marcaje con tetraciclina.

Los polinucledtidos de la presente invencion también pueden usarse para la terapia génica. Tales polinucle6tidos
pueden introducirse in vivo o bien ex vivo en células para su expresion en un sujeto mamifero. Los polinucleotidos
de la invencion también pueden administrarse mediante otros procedimientos conocidos para la introduccion de
acido nucleico en una célula u organismo (incluyendo, sin limitacion, en forma de vectores virales o ADN desnudo).

También pueden cultivarse células ex vivo en presencia de proteinas de la presente invencién con el fin de hacerlas
proliferar o producir un efecto deseado sobre, o actividad en, tales células. Las células tratadas pueden introducirse
entonces in vivo para fines terapéuticos.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que no deben interpretarse como
limitantes. En el presente documento se incorporan los contenidos del listado de secuencias.

Ejemplos
Identificaciéon y caracterizacion del clon “hGIL-19/AE289”

Se ha identificado un polinucleétido de la presente invencion como el clon “hGIL-19/AE289". Se aisl6 el clon hGIL-
19/AE289 segun el siguiente procedimiento. Se identific6 una EST murina a partir de una biblioteca de ADNc murino
preparada a partir de esplenocitos activados tanto con ConA como con células dendriticas derivadas de médula
Osea. Se identificé la EST usando procedimientos que son selectivos para ADNc que codifican proteinas secretadas
(véase la patente estadounidense nimero 5.536.637). Se usé la secuencia EST murina para aislar un clon murino
de longitud completa de la misma biblioteca de ADNc. El analisis de la secuencia del clon murino revelé una
homologia significativa con interleucina-10 (IL-10).

Con el fin de aislar un homologo humano del clon murino, se construyeron cebadores de PCR basandose en la
region de la secuencia murina que mostraba homologia con IL-10. El uso de tales cebadores para la amplificacion
en una biblioteca de CMSP humanas produjo un producto de PCR de tamafio significativo. El andlisis de la
secuencia del producto de PCR confirmé que era un homélogo de ADNc murino. Se construyeron oligonucle6tidos a
partir de la secuencia del clon humano parcial y se usaron para aislar un clon humano de longitud completa a partir
de la biblioteca de CMSP.

La hGIL-19/AE289 es un clon humano de longitud completa, que incluye toda la secuencia codificante de una
proteina secretada (también denominada en el presente documento proteina “hGIL-19/AE289"). El andlisis de su
secuencia de aminoacidos indicé que tenia aproximadamente el 23% de homologia con hIL-10. Basandose en los
supuestos motivos de unidn a receptor en IL-10, se propusieron tres motivos implicados con una funcién analoga en
hGIL-19/AE289 mediante modelizacion informatica. Estos son las regiones de SEC ID N.° 2 desde el residuo 50
hasta el 60, desde el residuo 63 hasta el 81 y desde el residuo 168 hasta el 177. El andlisis de bases de datos revel6
gue hGIL-19 también muestra niveles similares de homologia con IL-10 de otras especies.

La secuencia de nucledtidos de hGIL-19/AE289 tal como se determind por el presente documento se notifica en
SEC ID N.°% 1 e incluye una cola de poli(A). La secuencia de aminoacidos de la proteina hGIL-19/AE289
correspondiente a la secuencia de nucle6tidos anterior se notifica en SEC ID N.°: 2.

Caracterizacion de proteina hGIL-19/AE289

Se crearon lineas celulares que expresaban de manera estable y secretaban proteina hGIL-19/AE289 de longitud
completa, transfectando células CHO con ADNc de hGIL-19/AE289 en vectores de expresion apropiados. Se usaron
células COS transitoriamente transfectadas usando vectores de expresion de hGIL-19/AE289 apropiados para
preparar proteina hGIL-19/AE289 para el andlisis. Las transfecciones se lograron usando el reactivo Lipofectamine
(Gibco) disponible comercialmente. De manera interesante, se observd que las células COS que expresaban hGIL-
19 se separaban de manera no uniforme, formando agujeros en la monocapa de cultivo celular. Se usaron medios
condicionados mediante células COS transfectadas para demostrar actividad de tipo citocina de la proteina hGIL-
19/AE289. El analisis de inmunotransferencia de tipo Western de lisados celulares mostré que el Stat-3 se fosforila
(activa) en una linea celular derivada de tejido mesangial del rifion que mostraban calidades de tipo macréfago
(MES-13; véase, Dumoutier et al (2000) J. of Immunology 164: 1814-1819) tras exponerse la célula a medios
condicionados mediante células que expresaban hGIL-19/AE289. Ademas se induce la fosforilacion de Stat-3 en
células COS no transfectadas que se tratan con proteina hGIL-19.

El andlisis electroforético de proteina hGIL-19/AE289 (derivada a partir de lineas de células COS transfectadas
descritas en el presente documento) indicé que la proteina expresada existe en un intervalo de tamafios. El
tratamiento de proteina hGIL-19 derivada de COS con N-glucanasa antes de la electroforesis da como resultado una
Unica banda que corresponde a la especie de mayor movilidad (por ejemplo el menor peso molecular) observada en
hGIL-19/AE289 sin tratar. Esto es coherente con los acontecimientos de glucosilacion propuestos que pueden
producirse en los supuestos sitios de glucosilacion unida a N identificados en la secuencia de aminoéacidos de hGIL-
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19/AE289 (residuos de amino&cidos 54-56, 68-70, 97-99 y 176-178 de SEC ID N.°: 2).

La secuenciacién N-terminal de Edman determiné que el extremo N-terminal de la proteina hGIL-19/AE289 madura
comienza en el residuo en la posicién 34 de SEC ID N.° 2 (alanina). Se crearon vectores de expresion que fusionan
una etiqueta de afinidad de “6x histidina” y una etiqueta de epitopo FLAG con el extremo N-terminal de la proteina
hGIL-19/AE289 madura. (La etiqueta de aminoacidos afadida se facilita en SEC ID N.%: 3 y tiene la siguiente
secuencia de aminoacidos:

MKFLVNVALVFEMVVYISYIYAGSGHHHHHHGSGDYKDDDDKAPISSHCR).

Se usaron estas construcciones marcadas con etiqueta para crear lineas de células CHO que expresaban de
manera estable y lineas de células CHO que expresaban de manera transitoria. Las etiquetas proporcionaron un
medio conveniente para detectar hGIL-19/AE289 (por ejemplo, anticuerpos anti-6xhis; anticuerpos anti-FLAG) y para
purificar la proteina a partir de medios condicionados (usando resina Ni*z). La proteina GIL-19 humana purificada
mediante esta etiqueta a partir de las lineas de células COS que expresaban hGIL-19/AE289 pudieron usarse para
inducir la activacion de Stat-3 en células MES-13.

La comparacion de transcritos de ARNm de hGIL-19 en células Thl y Th2 activadas (véase, por ejemplo, Syrbe et
al, (1999) Springer Seminars in Immunopathology, 21: 263-85) indic6 un nivel sustancialmente superior de expresion
de GIL-19 en células Thl activadas que en células Th2 activadas. El analisis de ARNm de GIL-19 se logr6é con
ensayos de proteccion con ARNasa.

Efectos inmunolégicos de GIL-19

Se investigaron los efectos inmunoldgicos de GIL-19 en un contexto metazoario mediante introduccién viral del
ADNc de GIL-19 murina en ratones. Se us6 un vector adenoviral para expresar un ADNc de GIL-19 murina en
ratones hembra C57/B6 de 8 semanas de edad mediante inyeccién de 5x10*° particulas virales. Se sacrificaron los
ratones de prueba a los 7 y 14 dias tras la inyeccién y se compararon con ratones control a los que se inyectd
tampon solo o con adenovirus que expresaba proteina verde fluorescente (GFP). En los dias 7 y 14, se observé que
los pesos timicos absolutos y relativos estaban reducidos significativamente en los ratones que expresaban la GIL-
19 murina viral. El peso medio absoluto del bazo estaba reducido en el dia 14 y los pesos del higado estaban
ligeramente aumentados en el dia 7. Una atrofia generalizada macroscépica del timo asi como deplecion linfocitica
(observada microscopicamente) resulto aparente en los dias 7 y 14.

Ademas, hubo varios efectos hematoldgicos que resultaron aparentes el dia 7, incluyendo reduccion del
hemograma, hemoglobina y hematocritos. Estos efectos tomados juntos indicaron anemia en los animales. Ademas,
hubo un aumento de las plaquetas asi como un aumento de la formula leucocitica debido a un aumento de
neutrofilos. A la luz de estas observaciones no hubo evidencias de una respuesta regenerativa, lo que indicé que los
efectos pueden ser a nivel de la médula ésea.

Ademas, hubo un ligero descenso de los niveles de albumina en el dia 7 y el dia 14. Una posible causa para esto es
la pérdida de moléculas pequefias a través del rifion o el intestino.

Realizaciones adicionales

En vista de lo anterior, se apreciara que las realizaciones adicionales de la presente invencion son las siguientes:
A. Un polinucleétido aislado que comprende una secuencia de nucleotidos seleccionada del grupo que consiste en:
(a) la secuencia de nucleétidos de SEC ID N.°: 1;

(b) la secuencia de nucleétidos de SEC ID N.°: 1 desde el nucledtido 65 hasta el nucleétido 601;

(c) la secuencia de nucleétidos de la secuencia que codifica la proteina de longitud completa del clon hGIL-
19/AE289 depositado con el nimero de acceso ATCC 207231,

(d) una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de longitud completa codificada por el inserto de ADN del
clon hGIL-19/AE289 depositado con el nUmero de acceso ATCC 207231;

(e) la secuencia de nuclettidos de una secuencia que codifica la proteina madura del clon hGIL-19/AE289
depositado con el nUmero de acceso ATCC 207231,

(f) una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina madura codificada por el inserto de ADNc del clon hGIL-
19/AE289 depositado con el nimero de acceso ATCC 207231;

(g) una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
N.°: 2;

(h) una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina que comprende un fragmento de la secuencia de

25



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2530857 T3

aminoécidos de SEC ID N.°: 2, comprendiendo el fragmento ocho aminoacidos contiguos de SEC ID N.°: 2;

(i) la secuencia de nucleétidos de un polinucleétido que hibrida en condiciones al menos tan restrictivas como SSC
4X a 65 grados C, o SSC 4X a 42 grados C con formamida al 50%, para uno cualquiera de los polinucleétidos
especificados por (a)-(f); y

() la secuencia de nucleétidos de un polinucleétido que hibrida en condiciones al menos tan restrictivas como SSC
4X a 50 grados C, o SSC 6X a 40 grados C con formamida al 50%, para uno cualquiera de los polinucleétidos
especificados por (a)-(f); y que tiene una longitud que es al menos el 25% de la longitud de SEC ID N.°: 1.

B. El polinucleétido de acuerdo con la realizacién A en el que dicho polinucleétido esta operativamente unido a al
menos una secuencia de control de expresion.

C. Una célula huésped transformada con el polinucleétido de la realizacion B.
D. La célula huésped de la realizacion C, en la que dicha célula es una célula de mamifero.

E. Un procedimiento para producir una proteina codificada por el polinucleétido de la realizacion B, procedimiento
que comprende:

(a) cultivar un cultivo de una célula huésped transformada con el polinucleétido de la realizacion B en un medio de
cultivo adecuado; y

(b) purificar dicha proteina a partir del cultivo.
F. Una proteina producida de acuerdo con el procedimiento de la realizacién E.
G. Una proteina aislada que codifica la proteina de la realizacién F.

H. El polinucleétido de la realizacién G, en el que el polinucle6tido comprende el inserto de ADNc del clon hGIL-
19/AE289 depositado con nimero de acceso ATCC 207231.

I. Una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:
(a) la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 2;

(b) un fragmento de la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.% 2, comprendiendo el fragmento ocho aminoacidos
contiguos de SEC ID N.°: 2;y

(c) la secuencia de aminoécidos codificada por el inserto de ADNc del clon hGIL-19/AE289 depositada con niumero
de acceso ATCC 207231,

estando la proteina esencialmente libre de otras proteinas de mamiferos.
J. La proteina de la realizacién |, en la que dicha proteina comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 2.
K. Una composicidon que comprende la proteina de la realizacion | y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

L. El polinucleétido de la realizacion A, en el que el polinucleétido comprende la secuencia de nucleétidos de SEC ID
N.o:1.

M. El polinucledétido de la realizacién A, en el que el polinucleétido comprende la secuencia de nucleétidos de SEC
ID N.°:1 desde el nucledtido 65 hasta el nucledtido 601.

N. El polinucleétido de la realizacién A, en el que el polinucledtido comprende la secuencia de nucledtidos de la
secuencia que codifica la proteina de longitud total del clon hGIL-19/AE289 depositado con el nimero de acceso
ATCC 207231.

O. El polinucleétido de la realizacion A, en el que el polinucleétido codifica la proteina de longitud total codificada por
el inserto de ADNc del clon hGIL-19/AE289 depositado con el nimero de acceso ATCC 207231.

P. El polinucleétido de la realizacion A, en el que el polinucleétido comprende la secuencia de nucleétidos de una
secuencia que codifica la proteina madura de hGIL-19/AE289 depositado con el nimero de acceso ATCC 207231.

Q. El polinucledtido de la realizacion A, en el que el polinucleétido codifica una proteina madura codificada por el
inserto de ADNc del clon hGIL-19/AE289 depositado con el nUmero de acceso ATCC 207231.

R. El polinucledtido de la realizacion A, en el que el polinucleétido codifica una proteina que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEC ID N.°: 2.

S. El polinucleétido de la realizacion A, en el que el polinucleétido codifica una proteina que comprende un
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fragmento de la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 2, comprendiendo el fragmento ocho aminoacidos
contiguos de SEC ID N.° 2.

T. La proteina de la realizacién 1, en la que la proteina comprende un fragmento de la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N.°: 2, comprendiendo el fragmento ocho aminoacidos contiguos de SEC ID N.°: 2.

U. La proteina de la realizacién 1, en la que la proteina comprende la secuencia de aminoacidos codificada por el
inserto de ADNc del clon hGIL-19/AE289 depositado con el nimero de acceso ATCC 207231.

V. Un anticuerpo que reacciona inmunolégicamente con una proteina de la realizacion 1.

Equivalentes

Los expertos en la técnica reconoceran, o podran determinar usando tan solo la experimentacion rutinaria, muchos
equivalentes de las realizaciones especificas de la invencion descritas en el presente documento. Se pretende que

las siguientes reivindicaciones abarquen tales equivalentes.

Listado de secuencias

<110> GENETICS INSTITUTE

<120> PROTEINAS GIL-19/AE289 HUMANAS Y POLINUCLEOTIDOS QUE CODIFICAN LAS MISMAS

<130> GIN-5358CPPC

<140>

<141>

<150> 60/131.473
<151> 28-04-1999
<160> 2

<170> Patent In Ver. 2.0

<210>1
<211> 1177

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

ggccaaagag
tgcaatggcc
ctgcctcctt
ctgcaggctt
ggctaaggag
gttccacgga
ccttgaagaa
gcccttectyg
gcatatccag
agagatcaaa
ttgaccagag
ttagatgccce
tgatgggtgg
gtttataaga
taactggtgt
aaaagattac
atcagtactt
tcattttatt
aggctaatat
ataaacactt

gcctacaggt
gccctgcaga
ctcttggccecce
gacaagtcca
gctagcttgg
gtcagtatga
gtgctgttce
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gcaattggag
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atagagctat
aaaaaaa
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ttgctcgagt
atggggaccc
gctgcgecca
accaaccgea

cgtctcattg

aagcaggtgce
ccttatatgce
catattgaag
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ttattgataa
ataattgtct
aatagcttca
aagactgcat
gatattgcta
aacatgttta

tagaattgtc 60
tggccaccag 120
tcagctccca 180
ccttcatget 240
gggagaaact _300
tgaacttcac 360
aggaggtggt 420
gtgatgacct 480
gagagagtgg 540
atgcctgcat 600
gaaataacaa 660
aactccatca 720
tgccactttt 780
catttcattg 840
ttttccataa 900
tgtttccata 960
tttatttata 1020
cttgagtgta 1080
tttgacctca 1140
1177
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que es una variante alélica que tiene al
menos el 95% de identidad con una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en:

(a) la secuencia de nucleétidos de SEC ID N.°: 1;
(b) la secuencia de nucleétidos de SEC ID N.°: 1 desde el nucledtido 65 hasta el nucleétido 601;

(c) la secuencia de nuclettidos de una secuencia que codifica proteina de longitud total del clon hGIL-19/AE289
depositado con nimero de acceso ATCC 207231,

(d) la secuencia de nucleétidos de una secuencia que codifica proteina madura del clon hGIL-19/AE289 depositado
con numero de acceso ATCC 207231,

(e) una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
N.%: 2;y

(f) una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
N.°: 2 desde el aminoéacido 34 hasta el 179 para su uso en terapia o diagnosis,

en la que el polinucleétido codifica un polipéptido que induce fosforilacion de Stat-3.

2. El polinucledtido de la reivindicacion 1, en el que dicha identidad porcentual con dicha secuencia de
nucledtidos es al menos del 99%.

3. El polinucledtido de las reivindicaciones 1 o0 2, en el que dicho polinucleétido esta operativamente unido a al
menos una secuencia de control de expresion.

4, Una proteina codificada por el polinucleétido segiin se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-3.

5. Un anticuerpo o fragmento del mismo que se une a la proteina segun se define en la reivindicacion 4.

6. El anticuerpo de la reivindicacion 5, en el que el anticuerpo es un anticuerpo neutralizante.

7. El anticuerpo de la reivindicacién 5, en el que el anticuerpo es seleccionado del grupo que consiste en un

anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo de cadena individual, un
anticuerpo con injerto de CDR y un anticuerpo humanizado.

8. El anticuerpo de la reivindicacion 5, en el que el anticuerpo es un anticuerpo humano.
9. El anticuerpo de la reivindicacion 7 u 8, en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

10. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 5-9 para su uso en el tratamiento o prevencion de
artritis.

11. El anticuerpo de la reivindicacion 10, en el que la artritis es artritis reumatoide.
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Especie: mus musculus

ES 2530857 T3

Tipo de c&lula: N/A

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
S51
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151

GAATTCGGCC
CTGTTGACAC
TTTTTCCCTT

AAAGAGGCCT
TTGTGCGATC
ATGGGGACTT

TGTGGGCCCA GGAGGCAAAT

GAGGTGTCCA
GGCCAAGGAG
GGGAGAAACT
AAGCAGGTGC
CAGGTTCCAG
GCAATCAGCT
AAGAATGTCA
AGAGATCAAG
ATGCTTGCGT
CTGCCTTCTA
GGAAAGTGAG
CTGGCTCAGT
GTAGACTTGA
TGATACAACA
ACCTCTCATT
AATATTTTAT
GTCAGTTTAT
ATTTAGTATA
ATCTTAGGCT
ARAARARAGC

ACTTCCAGCA
GCCAGCCTTG
GTTCCGAGGA
TCAACTTCAC
CCCTACATGC
CAGCTCCTGT
GAAGGCTGAR
GCGATTGGGG
CTGAGCGAGA
AAAAGAACAA
AAGCTAACGT
TGAAAARGAA
TAACCACAAA
GAAAAATAAT
CCTTTAGAAA
ATATGTAAGT
TAATATGGAT
AGGCAAATAA
TTAATAAACA
GGCCGC

ACCTAAACAG
TCTGATGGCT
TGGCCGCCAG
GCGCTGCCCG
GCCATACATC
CAGATAACAA
GTCAGTGCTA
CCTGGAAGAC
AGGAGGTGGT
CACATCAGCG
GGAGACAGTG
AACTGGACCT
AGAAGCTAGA
TAAGATCCCT
CCATCATTAT
AATAGTGTCA
GATTCATTGA
GTACTTTAAA
AAAAGCTTAT
TTATTTATTA
TTATTTATAG
TATTTATGAC
CATGGATATC

Figura 1
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Tejido: Ba=zo

GCTCTCCTCT
GTCCTGCAGA
CTGCCTGCTT
TCAACACCCG
GTCAACCGCA
CACAGATGTC
AGGATCAGTG
GTTCTGCTCC
GCCTTTCCTG
GTGACGACCA
AAAAAGCTTG
GCTGTTTATG
AAACGAAGAA
GAATGGACTT
TAGAAGATTT
AGTTGTCCAT
CAATATTTTA
AAATTGTTTG
GTAACTTCAT
TAAGTATACA
AAACATTATC
AATAACTATG
ATAAAAAARA

CAGTTATCAA
AATCTATGAG
CTCATTGCCC
GTGCAAGCTT
CCTTTATGCT
CGGCTCATCG
CTACCTGATG
CCCAGTCAGA
ACCARACTCA
GAACATCCAG
GAGAGAGTGG
TCTCTGAGAA
CTGCTCCTTC
TTTTACTAAA
CACATGAAAC
GAGACCAGAG
TTGTCACTGA
AAAGGAGGTT
TTCCATAACC
TTTTATTTAT
TGCTATTGAT
GAAACAAGAT
ARAAAAARAA
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