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DESCRIPCION
Cistatina C como antagonista de TGF-B y métodos relacionados con la misma
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere, en lineas generales, a homélogos de Cistatina C (CysC) para inhibir la actividad
bioldgica de la union del factor de crecimiento transformante B (TGF-) con su receptor.

Estado de la técnica

La superfamilia de cistatina de inhibidores de cisteina proteinasa estad compuesta por tres familias principales:
cistatinas de Tipo 1, que son citosodlicas e incluyen estefinas A y B; cistatinas de Tipo 2, que estan presentes en la
mayoria de fluidos corporales € incluyen las cistatinas C, D, E, F y S; y cistatinas de Tipo 3, que estan presentes en
plasma e incluyen los quinindgenos y fetuina (1, 2). Colectivamente, estas moléculas inactivan las cisteina
proteinasas y por tanto regulan (i) la resorcién 6sea, la quimiotaxis de neutrdfilos, y la inflamacién tisular, (i) el
procesamiento de hormonas y la presentacién de antigeno, v (iii) la resistencia a infecciones bacterianas y viricas (1-
3). La Cistatina C (CystC) es una proteina secretora de pequefio peso molecular (~16 kDa) expresada de forma
ubicua que inactiva preferentemente la catepsina B, una cisteina proteinasa implicada en la estimulacion de la
invasion de células cancerosas y la metastasis (4, 5), y en la inactivacion de TGF-B latente de depdsitos ECM
inactivos (6, 7). A través de su motivo inhibidor de cisteina proteasa conservado, CystC se une a e inactiva la
catepsina B formando un complejo enzima-inhibidor de alta afinidad, reversible (8, 9). Independiente de sus efectos
sobre la actividad de catepsina B, CystC también regula la proliferaciéon celular (10, 11), creando la posibilidad de
que CystC aborde rutas dependientes e independientes de proteinasa.

Mutaciones en o expresion alterada de CystC se ha ligado al desarrollo y progresion de varias patologias humanas.
Por ejemplo, una uUnica mutacién puntual en CystC causa angiopatia amiloide por CystC hereditaria, una
enfermedad dominante autosémica mortal que provoca hemorragias cerebrales masivas en adultez temprana (12).
Ademas, se usa la expresion alterada de CystC o niveles en suero inhibidores de enzima como marcadores de
diagndstico para insuficiencia renales crénicas (13), y para canceres de pulmoén, piel, colon, y el compartimiento
mieloide (3, 14-16). Por tanto, concentraciones alteradas de CystC dentro de microentornos celulares tienen
consecuencias directas que conducen al desarrollo y progresion de enfermedades humanas.

La clonacién y produccion recombinante de Cistatina C se describié en el documento DE3724581 e "In vitro anti-
cancer activities in Caco-S and HCT-116 cells of recombinant cystatin C prepared by a Pichia expression system" se
analiza en Ogawa Masahiro et al., (Biosis [online] Biosciences information service, Filadelfia, enero de 2003).

TGF-B es una citoquina multifuncional que gobierna el crecimiento celular y la motilidad en parte a través de su
regulaciéon de los microentornos celulares, y por tanto desempefia un papel prominente en la regulacion del
desarrollo de enfermedades en seres humanos (17). Es critico para la regulacion de los microentornos celulares por
TGF-B su induccidn o represion de citoquinas, factores de crecimiento, y proteina ECM por fibroblastos (17).

El factor de crecimiento transformante B (TGF-B) también es un potente supresor de la proliferacion de células
epiteliales mamarias (MEC) y, por tanto, un inhibidor de la formacién de tumores mamarios. Sin embargo, eventos
genéticos y epigenéticos aberrantes que operan durante la tumorigénesis tipicamente anulan la funcion citostatica
de TGF-B, contribuyendo de ese modo a la formacién y progresion de tumores. Por ejemplo, las MEC malignas
tipicamente desarrollan resistencia de la detencién del crecimiento mediada por TGF-B, potenciando por tanto su
proliferacion, invasion, y metastasis cuando se estimulan por TGF-B. Recientes hallazgos sugieren que agentes
terapéuticos disefados para antagonizar la sefializacion de TGF-f3 pueden aliviar la progresion de cancer de mama,
mejorando de ese modo el prondstico y tratamiento de pacientes con cancer de mama.

Transiciones epiteliales-mesenquimaticas (EMT) oncogénicas comprenden una serie compleja de expresion y
represion génica que provoca metastasis tumoral en carcinomas localizados (Thiery, 2002; Grunert et al., 2003). La
adquisicion de fenotipos metastasicos por tumores desdiferenciados es la faceta mas letal del cancer y la causa
principal de muerte relacionada con cancer (Yoshida et al., 2000; Fidler, 2002). El factor de crecimiento
transformante 8 (TGF-B) normalmente reprime estos procesos impidiendo la proliferacion de células epiteliales, y
creando un microentorno celular que inhibe la motilidad, invasion, y metastasis de células epiteliales (Blobe et al.,
2000; Siegel, 2003). La carcinogénesis a menudo altera la funcién supresora de tumores de TGF-f3, dotando de ese
modo a TGF-f con actividades oncogénicas que promueven el crecimiento y propagacion de tumores en desarrollo,
incluyendo el inicio y estabilizacion de EMT tumoral (Thiery, 2002; Grunert et al., 2003; Blobe et al., 2000; Siegel et
al., 2003; Wakefield et al., 2002).

La dualidad de TGF-B para tanto suprimir como promover el desarrollo del cancer se observé originalmente usando
expresion de TGF-B1 transgénico en queratinocitos de raton, que inicialmente suprimian la formaciéon de tumor
cutaneo benigno antes de promover la conversion maligna y la generacion de carcinoma de células fusiformes (Cui
et al., 1996). Mas recientemente, se demostré que la sefalizaciéon de TGF-B inhibia la tumorigenicidad de células
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epiteliales de mama normales, premalignas, y malignas, estimulando al mismo tiempo la de células cancerosas de
mama altamente invasivas y metastasicas (Tang et al., 2003). Existen vacios fundamentales en el conocimiento del
modo en que las células malignas superan las acciones citostaticas de TGF-, y del modo en que TGF- estimula la
progresion de tumores en desarrollo. De hecho, estos vacios en el conocimiento han evitado que la ciencia y la
medicina desarrollen tratamientos eficaces para antagonizar la oncogenicidad de TGF-$ en canceres en progresion,
particularmente aquellos de mama.

TGF-B se expresa ampliamente durante el desarrollo para regular las interacciones entre las células epiteliales y
mesenquimaticas, particularmente aquellas en el pulmén, rifidn, y glandula mamaria. La reactivacion inapropiada de
EMT durante la tumorigénesis ahora esta reconocida como un proceso importante necesario para la adquisicion
tumoral de fenotipos invasivos y metastasicos (Thiery, 2002; Grunert et al., 2003). Por cooperaciéon con oncogenes y
factores de crecimiento, TGF-B induce potencialmente EMT y sirve para estabilizar esta transicion mediante
sefalizacion autocrina. Ademas, estos eventos parecen subyacer a la oncogenicidad de TGF-f y su capacidad de
promover la progresion del cancer (Miettinen et al., 1994; Oft et al., 1998; Oft et al., 1996; Portella ef al., 1998). La
diseccion molecular de los sistemas de sefalizacion de TGF-f3 necesarios para su induccion de EMT ha establecido
claramente un papel para Smad2/3 en la mediacién de EMT, particularmente cuando se acopla con sefiales
procedentes de Ras oncogénica (Piek et al., 1999; Oft et al., 2002; Janda et al., 2002). Sin embargo, la sefalizacion
independiente de Smad2/3 también se ha implicado en la estimulacion por TGF-f de EMT. Por ejemplo, TGF-$
estimula EMT en canceres de mama vy otros tejidos activando PI-3-quinasa, AKT, RhoA, p160 (ROCK), y p38 MAPK
(Janda et al., 2002; Bhowmick et al., 2001, Mol. Biol. Cell; Bhowmick et al., 2001, J. Biol. Chem.; Bakin et al., 2000;
Yu et al., 2002). Ademas, EMT en MEC tratadas con TGF-f se anula por medidas que inhiben la actividad de
integrina 1 (Bhowmick et al.,, 2001, J. Biol. Chem.), estableciendo por tanto la necesidad de la expresiéon de
integrina B1 para EMT estimulado por TGF-B. Finalmente, reprimiendo la expresion de 1d2 e 1d3 (Kowanetz et al.,
2004), induciendo la expresién de Snail y SIP1 (Kang et al., 2004), y estimulando la actividad NF-kB (Huber et al.,
2004), TGF-B regula la actividad del factor de transcripcion que funciona en la mediaciéon de la transicion de
marcadores celulares epiteliales a mesenquimaticos. Claramente, EMT y los mecanismos por los cuales TGF-
participa en este proceso implican una cascada compleja de expresion y represidn génica, cuya magnitud sigue
teniendo que dilucidarse completamente.

Por consiguiente, aunque TGF-B inhibe claramente el crecimiento y desarrollo de tumores en fase prematura, una
cantidad creciente de evidencias implica la sefializacion de TGF- como estimulo necesario para la metastasis y
diseminacién de tumores en fase tardia (Blobe et al., 2000; Siegel, 2003). Una comprension completa del modo en
que TGF-B tanto suprime como promueve la tumorigénesis sigue siendo una cuestion desconocida y fundamental
que impacta directamente sobre nuestra capacidad de abordar de forma eficaz el sistema de sefalizacion de TGF-$
durante el tratamiento de neoplasias humanas. De hecho, descifrar esta paradoja sigue siendo la cuestion mas
importante referente a las acciones bioldgicas y patolégicas de esta citoquina multifuncional. La capacidad de TGF-
de inducir el crecimiento y metastasis del cancer sugiere que el desarrollo de agentes terapéuticos para antagonizar
y/o evitar la sefializacion de TGF-B podria demostrar ser eficaz en el tratamiento de neoplasias metastasicas, quiza
evitando la estimulacion por TGF- de EMT.

Descripcion de las figuras

La Fig. 1A es un grafico de barras que muestra que la expresion de CystC inhibia significativamente la invasion
de células HT1080 a través de matrices Matrigel.

La Fig. 1B es un grafico de lineas que muestra que la expresion de A14CystC, que carece del motivo inhibidor de
cisteina y por tanto es incapaz de inactivar la catepsina B, no lograba afectar a la invasion de células HT1080.

La Fig. 2A es un grafico de barras que muestra que las células 3T3-L1 que invadian facilmente a través de
matrices Matrigel cuando se estimulaban por suero no se veian afectadas por A14CystC, pero se inhibian
significativamente por CystC.

La Fig. 2B es un grafico de barras que muestra que la administracion de CystC recombinante bloqueaba la
invasion de células 3T3-L1 estimuladas por suero y suero: TGF-, mientras que A14CystC recombinante la
bloqueaba selectivamente por TGF-£.

La Fig. 3A es un grafico de lineas que muestra que la expresion de CystC o A14CystC reducia significativamente
la actividad luciferasa estimulada por TGF- en comparacion con células de control.

La Fig. 3B es un grafico de barras que muestra que CystC recombinante y A14CystC inhibian significativamente
la actividad luciferasa estimulada por TGF- en células 3T3-L1.

La Fig. 4A es un grafico de lineas que muestra que CystC antagoniza la unién de TGF-B1 a receptores de TGF-
B.

La Fig. 4B es un grafico que muestra que CystC inhibe la uniéon de TGF- a TRR-II.

La Fig. 5A es un grafico de barras que muestra que el tratamiento con CystC recombinante o A14CystC o su
sobreexpresion en células NMuMG evitaba la reorganizacion del citoesqueleto de actina estimulada por TGF-8, y
también antagonizaba la regulacién negativa mediada por TGF-f3 de E-cadherina.

La Fig. 5B es un grafico de barras que muestra que la expresion de CystC y A14CystC inhibia y delimitaba la
invasion dependiente de catepsina y TGF-$ en células NMuMG.

La Fig. 6A es un grafico de barras que muestra que la expresion mediada por retrovirus de CystC o A14CystC en
células NRK evitaba completamente la transformacion morfolégica estimulada por TGF-f.
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La Fig. 6B es un grafico de barras que muestra que la expresion mediada por retrovirus de CystC o A14CystC en
células NRK evitaba completamente la estimulacién de TGF-B en la invasién de células NRK a través de
membranas basales sintéticas.

Objeto de la invencidn

Una realizacion de la presente invencién se refiere a un homoélogo de Cistatina C aislado para inhibir a actividad
biologica de la union de TGF-B con su receptor. La Cistatina C de tipo silvestre tiene una secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID NO: 2.

La secuencia de aminoacidos del homadlogo difiere de la secuencia de aminoacidos de la proteina Cistatina C de tipo
silvestre, por una delecion, insercion, sustituciéon o derivatizacion de al menos un resto de aminoacido. En otro
aspecto, la secuencia de aminoacidos del homologo difiere de la secuencia de aminoacidos de la proteina Cistatina
C de tipo silvestre en una alteracion de la secuencia de tipo silvestre suficiente para reducir o eliminar la actividad
bioldgica del motivo inhibidor de cisteina proteinasa conservado. Por ejemplo, la proteina Cistatina C de tipo silvestre
puede representarse por la SEQ ID NO: 2 y el motivo inhibidor de cisteina proteinasa conservado puede estar
localizado entre aproximadamente la posicién 80 y aproximadamente la posicion 93 de la SEQ ID NO: 2.

Por tanto, se proporciona un homélogo de Cistatina C, para inhibir la actividad biolégica de la union de TGF-$8 con su
receptor, donde el homdlogo de Cistatina C comprende un fragmento de secuencia de aminoacidos que comprende
al menos los ultimos 45 aminoacidos C-terminales de la SEQ ID NO: 2 y donde al menos 30 aminoacidos del
extremo N-terminal de la SEQ ID NO: 2 estan delecionados, o una secuencia de aminoacidos que difiere de la SEQ
ID NO: 2 por delecion de los restos de aminoacido de aproximadamente la posicion 80 hasta aproximadamente la
posicion 93 donde la delecién es suficiente para reducir o eliminar la actividad biolodgica del motivo inhibidor de
cisteina proteinasa conservado de Cistatina C.

Otra realizacidon de la presente invencion se refiere a una proteina aislada que comprende un fragmento de una
proteina Cistatina C de tipo silvestre que inhibe la actividad biolégica de TGF-B. En un aspecto, la proteina inhibe la
unién de TGF-f con su receptor, incluyendo, aunque sin limitacién, TBR-II.

En un aspecto, el fragmento comprende al menos aproximadamente 100 aminoacidos, o al menos
aproximadamente 75 aminoéacidos, o al menos aproximadamente 55 aminoacidos, de la parte C-terminal de la
proteina Cistatina C de tipo silvestre. En otro aspecto, el fragmento difiere de la secuencia de aminoacidos de tipo
silvestre por una delecion de al menos aproximadamente 50 aminoacidos, o al menos aproximadamente 60
aminoacidos del extremo N-terminal de la proteina de tipo silvestre.

La descripcion también se refiere a una composicion, incluyendo una composiciéon terapéutica que comprende
cualquiera de los homdlogos o fragmentos identificados anteriormente y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

También se describe un método para inhibir la neoplasia o invasion tumoral que comprende administrar a una célula
tumoral un homoélogo de Cistatina C que tiene actividad bioldgica. En un aspecto, la actividad biolégica comprende la
inhibicion de la union de TGF-B con su receptor. La descripcidon también se refiere a un método para inhibir la
actividad biolégica de TGF-f3, que comprende administrar a una célula, a un tejido o a un paciente, un homaélogo de
Cistatina C en una cantidad eficaz para inhibir la actividad biolégica de TGF-B. En un aspecto, el método se usa para
tratar a un paciente con cancer. En otro aspecto, el método se usa para tratar a un paciente que tiene, o que esta
predispuesto a desarrollar, cancer metastasico. En otro aspecto mas, el método se usa para tratar a un paciente que
tiene una afeccion o enfermedad proliferativa o fibrética mediada al menos en parte por la expresién o actividad de
TGF-B.

La descripcion también describe un método para disefiar un antagonista o inhibidor de la actividad de TGF-3, que
comprende: (a) disefiar o identificar un compuesto antagonista putativo basado en la estructura de Cistatina C; (b)
sintetizar el compuesto; y (c) seleccionar compuestos de (b) que inhiban la actividad bioldégica de TGF-B. En un
aspecto, la etapa (a) comprende realizar el disefio de farmacos basado en estructura con un modelo que represente
la estructura de Cistatina C. En otro aspecto, la etapa de seleccién comprende seleccionar compuestos que inhiban
la union de TGF-B con su receptor. En un aspecto, la etapa de selecciéon, comprende seleccionar compuestos que
inhiban la neoplasia o invasion de células tumorales mediada por TGF-(.

También se describe en este documento un método para identificar proteinas que sean inhibidores de TGF-f3, que
comprende: (a) identificar proteinas que son homoélogos estructurales de Cistatina C; y (b) evaluar proteinas de (a)
que sean capaces de regular la actividad biolégica de TGF-B. En un aspecto, la etapa (a) comprende identificar
homadlogos estructurales o fragmentos de Cistatina C usando analisis de secuencia. En otro aspecto, el método de
evaluacion comprende detectar si la proteina de (a) inhibe la unidon de TGF- con su receptor. En un aspecto, la
etapa de seleccion comprende seleccionar compuestos que inhiban la neoplasia o invasiéon de células tumorales
mediada por TGF-(3.
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Se describe un método para identificar un regulador del factor de crecimiento transformante § (TGF-8), que
comprende: (a) poner en contacto una célula que expresa un receptor de TGF-f y Cistatina C con un compuesto
regulado putativo: (b) detectar la expresion de Cistatina C en la célula; y (c) comparar la expresion de Cistatina C
después de su contacto con el compuesto con la expresién de Cistatina C antes del contacto con el compuesto,
donde la deteccién de un cambio en la expresion de Cistatina C, en la célula después del contacto con el compuesto
en comparacion con antes del contacto con el compuesto indica que el compuesto es un regulador putativo de TGF-
By la transduccion de sefiales de TGF-B.

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencion se refiere en lineas generales al uso de homodlogos de Cistatina C, y fragmentos
biolégicamente activos de los mismos, para inhibir la actividad bioldgica de la unién de TGF- con su receptor y
rutas de transduccion de sefiales de TGF-B. La presente descripcion se refiere a diversas composiciones que
comprenden homologos de Cistatina C y fragmentos biolégicamente activos de los mismos para su uso en métodos
terapéuticos, de diagndstico y de seleccion de farmacos. La presente invencion se refiere al uso de homoélogos de
Cistatina C y fragmentos biol6gicamente activos de los mismos, para tratar o prevenir neoplasias tumorales,
incluyendo invasion tumoral, incluyendo neoplasia tumoral que estd mediada por catepsina B o por TGF-f. La
presente descripcion también se refiere a métodos de regulacidon de la expresion y/o actividad de Cistatina C (es
decir, regulacién positiva o negativa) para regular (como antagonista o agonista) la actividad biolégica de TGF-$ o
las rutas de transduccion de sefiales de TGF-B (es decir, la transduccién de sefiales del receptor de TGF-B y la
expresion, activacion y/o actividad biolégica de genes corriente abajo regulados por TGF-$, asi como la regulacion
de los receptores de TGF-B). En particular, dichos métodos pueden usarse para tratar o mejorar al menos un
sintoma de una enfermedad o afeccion en que TGF-B desempefia un papel, incluyendo canceres y diversas
afecciones y enfermedades proliferativas y fibréticas asociadas con la actividad de TGF-B. La presente invencion
también se refiere al uso de homdlogos de Cistatina C y fragmentos biolégicamente activos de los mismos como
compuestos principales para el desarrollo de antagonistas adicionales (o agonistas) de la actividad biolégica de
TGF-B. La presente invencion puede incluir la regulacidon de cualquiera de las isoformas de TGF-B (TGF-B1, TGF-p2
y/o TGF-B) por homologos de Cistatina C y fragmentos biolégicamente activos de los mismos. En una realizacién, se
inhibe la actividad biolégica de TGF-B1 o TGF-33. En otra realizacion, se inhibe la actividad biolégica de TGF-32. En
otra realizaciéon mas, se regula la actividad bioldgica de uno cualquiera de TGF-31, TGF-32 y/o TGF-f3.

En este documento, el inventor muestra que TGF-f estimula el transcrito y la expresion proteica de CystC en
fibroblastos 3T3-L1 murinos. El inventor muestra adicionalmente que CystC esta regulada negativamente de forma
aberrante en tumores humanos, y que su sobreexpresion en células de fibrosarcoma HT1080 humanas altamente
malignas inhibe su invasiéon de un modo dependiente de catepsina B. De forma interesante, CystC también inhibe la
expresion de células HT1080 de genes sensibles a TGF-f mediante un mecanismo independiente de catepsina B.
La invasién de células 3T3-L1 continda a través de las rutas dependientes de catepsina B y TGF-f: CystC inhibe
ambas rutas, mientras que un mutante de CystC (es decir, A14CystC) incapaz de inactivar catepsina B inhibe
selectivamente la invasion dependiente de TGF-B, lo que sugiere que CystC aborda rutas de sefializacion,
dependientes e independientes de proteinasa. Por consiguiente, tanto CystC como A14CystC reducen
significativamente la expresion génica estimulada por TGF-$ en células 3T3-L1 mediante la inhibicion de la union de
TGF-B1 con su receptor de tipo Il (TBR-II). Colectivamente, los hallazgos descritos en este documento establecen un
novedoso bucle de retroalimentacion mediado por CystC que inhibe la sefalizacion de TGF-B, haciéndolo por
antagonizacion de la union de TGF-8 a TRR-II.

Mas especificamente, los microentornos celulares desempefian un papel importante en la regulacion de la fisiologia
y homeostasis de las células, incluyendo su supervivencia, proliferacion, diferenciacion, y motilidad (35). TGF-8 es
un potente supresor tumoral que evita el desarrollo del cancer inhibiendo la progresion del ciclo celular, y creando
microentornos celulares que inhiben el crecimiento celular incontrolado, la invasion, y la metastasis. Durante la
progresion del cancer, la funcion supresora tumoral de TGF-$ esta frecuentemente alterada, transformando por tanto
TGF-B de un supresor de la formacion de cancer a un promotor de su crecimiento y metastasis (17, 24). Aunque
suceden mutaciones en el sistema de sefalizaciéon de TGF-$ durante la carcinogénesis y contribuyen a la formacion
de tumores anulando la detencion del ciclo celular mediada por TGF- (17, 24), estas aberraciones no explican la
funcion paraddjica de TGF-B para promover la proliferacion, invasion, y metastasis de células cancerosas
previamente liberadas de sus acciones inhibidoras del crecimiento. Como alternativa, estudios recientes han
establecido los fibroblastos como intermediarios instrumentales del crecimiento y metastasis tumoral estimulados por
TGF-B. Cuando se activan por TGF-(, los fibroblastos sintetizan y secretan una diversidad de citoquina, factores de
crecimiento, y proteinas ECM en microentornos de tumor: hospedador. Estas proteinas secretoras facilitan la
interaccion tumor:hospedador que finalmente promueve la induccién, seleccién, y expansion de células neoplasicas
potenciando su crecimiento, supervivencia, y motilidad (36). El inventor, por lo tanto, busca identificar estas
proteinas secretoras de fibroblastos reguladas por TGF-B, y determinar su funcién en células normales y
cancerosas.

El inventor ahora presenta CystC como una diana génica para TGF-B en fibroblastos 3T3-L1. El inventor muestra
que la expresion de CystC esta regulada negativamente de forma prominente en cénceres humanos (véase el
Ejemplo 2), y a la inversa, que el aumento de la expresién de CystC en células de fibroblasto altamente malignas
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reducia significativamente su invasion a través de membranas basales sintéticas (Fig. 1). Lo mas sorprendente,
estos estudios identificaron CystC como un antagonista novedoso de la sefalizacion de TGF-f (Fig. 1-3). De hecho,
el inventor muestra por primera vez que CystC inhibe la expresion génica (Fig. 1 y 3) y la invasion celular (Fig. 3)
estimulada por TGF-, haciéndolo por antagonizacion de la union de TGF-B a TRR-Il (Fig. 4). Por tanto, el estudio
del inventor define una novedosa funcién independiente de catepsina B para CystC, y ha identificado potencialmente
un novedoso bucle de retroalimentacion mediado por CystC disefiado para inhibir la sefalizaciéon de TGF-f.

La inactivacion de la actividad proteinasa de catepsina B por CystC ha sido un punto central de numerosas
investigaciones dirigidas a comprender las propiedades invasivas de las células cancerosas (19, 37, 38). Aunque
esta generalmente aceptado que la catepsina B extracelular media la invasién de células cancerosas, un reciente
informe de Szpaderska y Frankfater (20) ha proporcionado evidencias de lo contrario demostrando la importancia de
la catepsina B intracelular para la invasion de células cancerosas a través de matrices Matrigel. En contraste, el
inventor muestra en este documento que la expresion de CystC, y no A14CystC, inhibia significativamente la
invasion de células HT1080. Ademas, el inhibidor de catepsina B permeable en células, CA-074ME, no lograba
alterar la invasion de células HT1080, mientras que su equivalente impermeable en células, el inhibidor Il de
catepsina B, recapitulaba completamente el efecto inhibidor de CystC sobre la invasién de células HT1080. Por
tanto, la invasién de células HT1080 sucede predominantemente mediante las actividades proteinasa de catepsina B
extracelular, que esta sometida a inactivacion por CystC.

Los estudios del presente inventor también proporcionan la primera evidencia de que la invasion de células 3T3-L1
procede a través de un sistema de sefalizaciéon bifurcado acoplado a la activacién de la sefializacion de catepsina B
y TGF-B. Ademas, las capacidades diferenciales de CystC (es decir, ambas rutas) y A14CystC (es decir, ruta de
TGF-B) para inhibir la invasion de células 3T3-L1 implica a CystC como regulador clave no solamente de la invasién
mediada por catepsina B, sino también la mediada por TGF-B. Aunque las rutas proteoliticas dirigidas por TGF-f3 en
células 3T3-L1 siguen siendo desconocidas, sin el deseo de limitarse a teoria alguna, el presente inventor sospecha
la implicacion de miembros de la familia de metaloproteinasa de matriz (por ejemplo, MMP-2 y MMP-9) cuya
expresion y actividad estan reguladas por TGF-B (39). Estudios que exploten las propiedades anti-TGF-B de
A14CystC facilitaran la identificacion y diseccion de esta ruta invasiva regulada por TGF-B. De hecho, tanto la
catepsina B (19) como TGF- (40) se localizan en la cara invasora de tumores altamente malignos. Ademas de su
papel en la invasién de células cancerosas, la catepsina B también media la activacion de TGF-( latente (6, 7), y por
tanto, se predeciria que potencia los efectos promotores de tumor de TGF-B. En base a estos hallazgos, el inventor
propone que medidas disefiadas para suministrar CystC a tumores en desarrollo reducirian su malignidad inhibiendo
(i) la invasion mediada por catepsina B, (ij) la activacion de TGF- mediada por catepsina B, y (iii) la transduccion de
sefiales de TGF-(.

El presente inventor (Ejemplo 2) y otros (3, 37) han descubierto que la tumorigénesis induce regulaciéon negativa
significativa de la expresion de CystC, coherente con una funcién supresora tumoral para CystC. Recientemente, se
generaron ratones deficientes en la expresion de CystC y se descubrié que eran viables y no mostraban
anormalidades pronunciadas (41). Ademas, no se detectaron diferencias en la latencia y crecimiento de tumores
subcutaneos e intracerebrales en ratones de tipo silvestre y CystC nulos. De forma bastante sorprendente, la
colonizacion del pulmén por células cancerosas se suprimié en ratones deficientes en CystC en comparaciéon con
sus equivalentes de tipo silvestre (41). Aunque el mecanismo que media este efecto contradictorio de CystC sobre la
metastasis de células cancerosas actualmente es desconocido, los autores especulan que una actividad de
catepsina B mal regulada suprime la metastasis catabolizando citoquinas/factores de crecimiento locales necesarios
para que la célula cancerosa metastasica se asiente y crezca (41). En base a los presentes hallazgos, el inventor en
su lugar propone que la deficiencia en CystC aumenta la sefalizacion de TGF-f ténica, provocando supresion
tumoral potenciada y la creacion de microentornos celulares que no logran dar soporte de forma eficaz a la
propagacion metastasica y el asentamiento de células cancerosas. Por lo tanto, sin el deseo de limitarse a teoria
alguna, el inventor propone que la deficiencia en CystC puede potenciar la respuesta celular a TGF-f (es decir,
mediante pérdida del bucle de retroalimentacion mediado por CystC).

Finalmente, el miembro de la familia de cistatina de Tipo 3, fetuina, también se ha caracterizado como un
antagonista de TGF-f (27-29). La fetuina contiene un dominio TRH1 de 19 aminoacidos (homdlogo 1 del receptor I
de TGF-B; (29)) que interacciona fisicamente con TGF- y evita su unién a receptores de TGF-§ (29). Aunque CystC
contiene una secuencia C-terminal de 21 aminoacidos que tiene similitud a TRH1, el presente inventor fue incapaz
de observar una interaccion fisica directa entre TGF-B y CystC. En contraste, el inventor descubrié que CystC inhibe
la union de TGF-B a TBR-II, tanto en células vivas como in vitro. De forma interesante, estudios de estructura-funcion
iniciales del inventor han implicado el dominio C-terminal de CystC en la mediacion de su antagonismo de la
sefalizacion de TGF-B. Dada la identificacion de dos miembros de la superfamilia de CystC capaces de inhibir la
sefializacion de TGF-(, el inventor propone que miembros adicionales de la superfamilia de CystC pueden funcionar
de forma similar para antagonizar las actividades de otros miembros de la superfamilia de TGF-B, asi como las
actividades de otras citoquinas/factores de crecimiento. De forma importante, los hallazgos del presente inventor dan
credibilidad para futuros estudios dirigidos a explotar las propiedades anti-TGF-f3 de CystC (o A14CystC) de inhibir
selectivamente las actividades oncogénicas de TGF-B. De hecho, CystC formara la base para el disefio racional de
farmacos para facilitar el desarrollo de antagonistas especificos del receptor de TGF-f necesarios para mejorar la
respuesta terapéutica de neoplasias humanas, asi como una diversidad de enfermedades proliferativas y fibréticas
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reguladas por TGF-(3.

Dados estos resultados, el inventor ensayé adicionalmente la capacidad de CystC, como antagonistas de TER-II, de
bloquear las actividades oncogénicas de TGF-f, particularmente su capacidad de estimular la transicién epitelial-
mesenquimatica (EMT). Mas especificamente, el presente inventor ensayd las propiedades inhibidoras de
oncogénesis de CystC midiendo la capacidad de CystC de antagonizar la oncogenicidad de TGF-$ en dos modelos
in vitro establecidos de progresion de cancer: (i) EMT de células epiteliales mamarias (MEC) NMuMG murinas
normales, y (ii) transformacion morfoldgica y crecimiento independiente de anclaje de fibroblastos renales de rata
(NRK) normales. El presente inventor demuestra en este documento que CystC anulaba de forma eficaz y completa
la estimulacion por TGF-B de EMT vy la transformacion morfolégica en células epiteliales mamarias y de rifiéon,
respectivamente. Por tanto, antagonizando la sefalizacion de TGF-f y evitando su estimulacion de EMT, se cree
que CystC representa un novedoso agente quimiopreventivo de TGF-B eficaz en la neutralizacion de la
oncogenicidad de TGF-B y su estimulacion de metastasis tumoral.

Mas especificamente, como se describe en los Ejemplos en detalle (véanse los Ejemplos 8 y 9), CystC y A14CystC
(un mutante de CystC alterado en su capacidad de inhibir la actividad proteasa de catepsina) ambos inhibian la EMT
de células NMuMG vy la invasion estimulada por TGF-$ evitando reordenamientos del citoesqueleto de actina y la
regulacion negativa de E-cadherina. Ademas, ambas moléculas de CystC antagonizaban completamente la
transformacion morfolégica mediada por TGF-B y el crecimiento independiente de anclaje de células NRK, y también
inhibian su invasion a través de membranas basales sintéticas. Por lo tanto, el presente inventor ha demostrado que
la estimulacion por TGF- de eventos metastasicos iniciadores, incluyendo la polarizacion celular disminuida, el
contacto célula-célula reducido, y la elevada invasién y migracién celular, se evitaban completamente por
tratamiento con CystC.

Por consiguiente, el inventor ha demostrado que CystC y B14CystC evitaban ambos la EMT y la transformacion
morfologica estimulada por TGF-@3, y por tanto propone estas pequefias moléculas como modelos innovadores para
el desarrollo de novedosos antagonistas de TRR-Il disefiados para combatir la estimulacion por TGF-f de la
progresion tumoral y EMT. El inventor propone adicionalmente que la eficacia quimiopreventiva de CystC se
potenciara por su inhibicion de la invasion y metastasis mediada por catepsina B (Turk et al., 2002; Yan et al., 2003;
Turk et al., 2000; Roshy et al., 2003), y de la activacién mediada por catepsina B de TGF-§ latente (Somana ef al.,
2002; Guo et al., 2002; Gantt et al., 2003), que se colocaliza con catepsina B en la cara invasora de tumores
malignos (Wakefield, 2001; Calkins et al., 1998; Sinha et al., 1995; Sameni et al., 2000). Ademas, la inactivacion de
catepsina B mediada por CystC reducia la actividad del sistema de plasmindgeno de uroquinasa, que potencia la
degradacion de la matriz extracelular de células tumorales, asi como la activacion del factor de crecimiento y TGF-8
latente (Choong et al., 2003). De forma cumulativa, las actividades quimiopreventivas de CystC antagonizaran la
respuesta de células cancerosas a TGF-f3 inhibiendo la union de TGF-f3, asi como reduciendo la biodisponibilidad de
TGF-B en microentornos tumorales, aliviando de ese modo la estimulacién por TGF-g de EMT y metastasis tumoral
en tumores en fase tardia.

En resumen, el inventor demostré la eficacia de CystC en la inhibicion de EMT de MEC y la transformacion
morfologica de fibroblastos estimulada por TGF-B. El antagonismo por CystC de la sefializaciéon de TGF-f en MEC
sucede independiente de su activacion de actividad proteasa de catepsina, supuestamente mediante la formacion
del complejo CystC:TBR-Il y la prevenciéon de la unidon de TGF-B. El inventor propone que CystC o sus
peptidomiméticos finalmente posee el potencial de mejorar la respuesta terapéutica de neoplasias humanas
reguladas por TGF-@, particularmente canceres de mama.

También se describe en este documento el uso de inhibidores de CystC para regular los efectos bioldgicos de CystC
sobre TGF-B. Se entenderd que esta invencidon no estd limitada a la metodologia particular, protocolos, lineas
celulares, especies animales o géneros, construcciones, o reactivos descritos en este documento, ya que estos
pueden variar. También tiene que entenderse que la terminologia usada en este documento es con el fin de describir
realizaciones particulares solamente, y no pretende limitar el alcance de la invencion que estara unicamente limitada
por las reivindicaciones adjuntas. Todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el
mismo significado que el comprendido habitualmente por un experto en la materia a la cual pertenece esta invencion
salvo que se indique claramente de otro modo. Ademas, en la medida en que cualquier analisis siguiente sea
general o genético, puede aplicarse a cualquiera de las proteinas, acidos nucleicos, homologos, fragmentos y
miméticos descritos en este documento, asi como a cualquiera de los métodos descritos en este documento.

Una realizacion de la presente invencion se refiere a homologos de Cistatina C y fragmentos de la misma que son
utiles en métodos que aprovechan la capacidad de Cistatina C de regular la actividad de TGF-f interfiriendo con la
capacidad de TGF- de interaccionar con su receptor. En particular, la presente invencion se refiere a homdlogos de
Cistatina C, incluyendo homodlogos tanto proteicos como sintéticos (también llamados miméticos) que tienen la
actividad bioldgica de la proteina Cistatina C de tipo silvestre, o que al menos tienen la capacidad de regular la
actividad de TGF-B interfiiendo con la capacidad de TGF-B de interaccionar con su receptor. También estan
abarcadas por la invencion composiciones y formulaciones que comprenden dichas proteinas y homélogos, asi
como métodos de uso de dichas proteinas y homologos.
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Como se ha analizado anteriormente, Cistatina C (CystC) es una proteina secretora de pequefio peso molecular
(~16 kDa), expresada de forma ubicua que inactiva preferentemente catepsina B, una cisteina proteinasa implicada
en la estimulacion de la invasién y metastasis de células cancerosas, y en la activacion de TGF-$ latente desde
depdsitos de ECM inactivos. A través de su motivo inhibidor de cisteina proteinasa conservado, CystC se une e
inactiva catepsina B formando un complejo enzima-inhibidor de alta afinidad, reversible. Ademas, como se
demuestra en este documento, CystC inhibe la expresion génica y la invasion celular estimulada por TGF-B,
haciéndolo por antagonismo de la unién de TGF-B a TBR-Il. Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos para
Cistatina C a partir de una diversidad de especies animales, son conocidas en la técnica. Por ejemplo, la secuencia
de nucledtidos de ADNc que codifica Cistatina C humana se encuentra en la base de datos del NCBI Gl n.°
19882253 y esta representada en este documento por la SEQ ID NO: 1. La SEQ ID NO: 1 codifica la secuencia de
aminoacidos de Cistatina C humana representada en este documento por la SEQ ID NO: 2. La secuencia de
nucledtidos de ADNc que codifica la Cistatina C murina se encuentra en la base de datos del NCBI Gl n.° 31981821
y esta representada en este documento por la SEQ ID NO: 3. La SEQ ID NO: 3 codifica la secuencia de
aminoacidos de Cistatina C murina representada en este documento por la SEQ ID NO: 4. La secuencia de
nucleétidos de ADNc que codifica Cistatina C de rata se encuentra en la base de datos del NCBI Gl n.° 34858909 y
esta representada en este documento por la SEQ ID NO: 5. La SEQ ID NO: 5 codifica la secuencia de aminoacidos
de Cistatina C de rata representada en este documento por la SEQ ID NO: 6. La secuencia de nucledtidos de ADNc
que codifica Cistatina C bovina se encuentra en la base de datos del NCBI Gl n.° 27806674 y esta representada en
este documento por la SEQ ID NO: 7. La SEQ ID NO: 7 codifica la secuencia de aminoacidos de Cistatina C bovina
representada en este documento por la SEQ ID NO: 8. La secuencia de nucledtidos de ADNc que codifica Cistatina
C de mono Rhesus se encuentra en la base de datos del NCBI Gl n.° 2281118 y esta representada en este
documento por la SEQ ID NO: 9. La SEQ ID NO: 9 codifica la secuencia de aminoacidos de Cistatina C de mono
Rhesus representada en este documento por la SEQ ID NO: 10. Existe un alto grado de homologia entre las
proteinas Cistatina C de estas diversas especies de animales. Por ejemplo, las secuencias de aminoacidos murina,
de rata, bovina y de mono Rhesus son aproximadamente un 67 %, 68 %, 68 %, y 97 % idénticas, respectivamente, a
la secuencia de aminoacidos de Cistatina C humana sobre la longitud completa de dichas secuencias. La Cistatina C
humana se ha cristalizado y se ha determinado la estructura, y las coordenadas atémicas para la estructura terciaria
de Cistatina C se encuentran en el n.° de acceso de la base de datos de proteinas 1G96 (descrita en y depositada
por Janowski et al., Nat. Struct. Biol. 8(4):316-320, 2001).

Una proteina aislada, de acuerdo con la presente invencién, es una proteina que se ha retirado de su medio natural
(es decir, que se ha sometido a manipulacion humana) y puede incluir proteinas purificadas, proteinas parcialmente
purificadas, proteinas producidas de forma recombinante, y proteinas producidas de forma sintética, por ejemplo.
Por tanto, "aislada" no refleja el grado al cual se ha purificado la proteina. Preferiblemente, una proteina aislada de la
presente invencion se produce de forma recombinante. Referencias a una proteina particular de un organismo
especifico, tal como una "proteina Cistatina C humana", a modo de ejemplo, se refiere a una proteina Cistatina C
"incluyendo un homoélogo de una proteina Cistatina C de origen natural" de un ser humano o una proteina Cistatina
C que se ha producido de otro modo a partir del conocimiento de la estructura (por ejemplo, secuencia) de una
proteina Cistatina C de origen natural de un ser humano. En otras palabras, una proteina Cistatina C humana
incluye cualquier proteina Cistatina C que tenga la estructura y funcién de una proteina Cistatina C de origen natural
de un ser humano o que tiene una estructura y funcion que son suficientemente similares a una proteina Cistatina C
humana de modo que la proteina Cistatina C sea un homodlogo biolégicamente activo (es decir, tenga actividad
biolégica) de una proteina Cistatina C de origen natural de un ser humano. Por tanto, una proteina Cistatina C
humana puede incluir proteinas purificas, parcialmente purificadas, recombinantes, mutadas/modificadas y
sintéticas.

En general, la actividad biolégica o accion biolégica de una proteina se refiere a cualquier funcion mostrada o
realizada por la proteina que esta atribuida a la forma de origen natural de la proteina medida u observaba in vivo
(es decir, en el entorno fisioldgico natural de la proteina) o in vitro (es decir, en condiciones de laboratorio).
Modificaciones de una proteina, tal como en un homdlogo o mimético (analizado a continuacion), pueden producir
proteinas que tengan la misma actividad biolégica que la proteina de origen natural, o proteinas que tengan
actividad bioldgica disminuida o aumentada en comparacion con la proteina de origen natural. Modificaciones que
provoquen una disminucion en la expresion de proteinas o una disminucién en la actividad de la proteina, puede
mencionarse como inactivacion (completa o parcial), regulacion negativa, o accién disminuida de una proteina.
Asimismo, modificaciones que provoquen un aumento en la expresion de proteinas o un aumento en la actividad de
la proteina puede mencionarse como amplificacién, sobreproduccion, activacion, potenciacion, regulacion positiva o
accion aumentada de una proteina.

De acuerdo con la presente descripcion, la actividad biolégica de Cistatina C puede incluir una o mas (o todas) de
las siguientes actividades biolégicas de Cistatina C de tipo silvestre: inhibicion de una cisteina proteasa, y
particularmente catepsina B (por ejemplo, mediante la unién a e inactivacion de catepsina B por formacion de un
complejo enzima-inhibidor de alta afinidad, reversible); regulacion de la proliferacién celular; unién a un receptor de
TGF-B (por ejemplo, union a TBR-Il y de ese modo prevencién de la activacion por TGF-f3 de TRR-II); e inhibicion de
la estimulacion por TGF-B del inicio de eventos metastasicos, incluyendo polarizacion celular disminuida, contacto
célula-célula reducida, e invasiéon y migracion celular elevadas. De acuerdo con la presente invencion, la actividad
biolégica de CystC puede incluir la regulacion de la actividad de cualquier isoforma de TGF-B, incluyendo TGF-f31,
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TGF-B2 y TGF-B3. Asimismo, la actividad biolégica de CystC puede incluir el antagonismo de la unién de TGF- a
cualquier receptor de una proteina TGF-$, incluyendo, aunque sin limitacién, TBR-I, TBR-Il, y TBR-IIl. El presente
inventor cree, sin limitarse a teoria alguna, que CystC puede antagonizar la unién de TGF- por unién mas
especifica a TBR-II, y particularmente al dominio de unién de ligando extracelular de TBR-II, pero el efecto puede
incluir inhibicion de cualquiera de los tres receptores mencionados anteriormente.

Los métodos de deteccion y medicién de la expresion de proteinas y actividad bioldgica incluyen, aunque sin
limitacion, medicidon de la transcripcion de una proteina, medicion de la traduccién de una proteina, medicion de la
modificacién postraduccional de una proteina, medicion de la capacidad de la proteina de unirse a otra u otras
proteinas; medicién de la capacidad de la proteina de inducir o participar en un efecto biolégico particular (por
ejemplo, para Cistatina C, inhibicién de la actividad catepsina B, inhibicion de la unién de TGF- a TBR-II, regulacién
de la proliferacion celular, inhibicion de TGF-f y malignidad e invasion de células tumorales dependiente de
catepsina B). Se observa que no se requiere que una proteina aislada de la presente invencion (incluyendo un
homoélogo) tenga necesariamente la actividad biolégica de la proteina de tipo silvestre. Por ejemplo, una proteina
puede ser una proteina truncada, mutada o inactiva, por ejemplo. Dichas proteinas son utiles en ensayos de
exploracion o ensayos de diagndstico, por ejemplo, o para otros propositos tales como produccion de anticuerpos.
En una realizacién preferida, las proteinas aisladas de la presente invencion tienen una actividad biolégica que es
similar a la de la proteina de tipo silvestre (aunque no necesariamente equivalente, como se analiza a continuacion).

Los métodos para medir los niveles de expresion de proteinas generalmente incluyen, aunque sin limitacion:
transferencia de Western, inmunotransferencia, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA),
radioinmunoensayo (RIA), inmunoprecipitacién, resonancia de plasmoén superficial, quimioluminiscencia, polarizacion
fluorescente, fosforescencia, analisis inmunohistoquimico, espectometria de masas de tiempo de vuelo por
desorcion/ionizacién laser asistida por matriz (MALDI-TOF), microcitometria, microserie, microscopia, clasificacién
celular activada por fluorescencia (FACS), y citometria de flujo, asi como ensayos basados en una propiedad de la
proteina incluyendo, aunque sin limitacion, actividad enzimatica o interaccion con otros comparieros proteicos. Los
ensayos de unidén también son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, puede usarse una maquina BlAcore para
determinar la constante de unién de un complejo entre dos proteinas. La constante de disociacion para el complejo
puede determinarse controlando cambios en el indice de refraccion con respecto al tiempo segun pasa tampon
sobre el chip (O'Shannessy ef al., Anal. Biochem. 212:457-468 (1993); Schuster et al., Nature 365:343-347 (1993)).
Otros ensayos adecuados para medir la unién de una proteina a otra incluyen, por ejemplo, inmunoensayos tales
como ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA) y radioinmunoensayos (RIA); o la determinacion de la
union mediante el control del cambio en las propiedades espectroscépicas u opticas de las proteinas a través de
fluorescencia, absorciéon de UV, dicroismo circular, o resonancia magnética nuclear (RMN).

Los métodos adecuados para su uso en la medicién de la actividad biolégica de homologos de Cistatina C de la
invencion incluyen, aunque sin limitacién: ensayos de union (descritos anteriormente y en los Ejemplos) para la
unién de CystC a catepsina C, a otra cisteina proteasa, o a TBR-II; ensayos para medir el efecto de CystC sobre la
actividad cisteina proteasa (por ejemplo, ensayos enzimaticos); ensayos para medir el efecto de CystC sobre la
expresion geénica (por ejemplo, transferencia de Northern, transferencia de Western, estudios de microseries);
ensayos para medir el efecto de CystC sobre la actividad de TGF-B (por ejemplo, ensayos de genes indicadores ,
ensayos de proliferacion, ensayos de unioén a receptor, ensayos de inmunofluorescencia); ensayos para medir el
efecto de CystC sobre la malignidad e invasion de células tumorales (por ejemplo, ensayos de invasion de células
tumorales, ensayos en agar blando, ensayos morfolégicos, ensayos de inmunofluorescencia). Otros ensayos para la
actividad biologica de CystC basados en la descripcidon proporcionada en este documento seran evidentes para los
expertos en la materia. Se describe una diversidad de diferentes ensayos para determinar y medir la actividad de
CystC y homologos de la misma en los Ejemplos.

La presente invencién incluye homélogos de la proteina Cistatina C. Como se usa en este documento el término
"homadlogo" se usa para hacer referencia a una proteina o péptido que difiere de una proteina o péptido de origen
natural (es decir, la proteina "prototipo" o "de tipo silvestre") por una o mas modificaciones o mutaciones minoritarias
en la proteina o péptido de origen natural, pero que mantiene la estructura proteica y de cadenas laterales basica
global de la forma de origen natural (es decir, de modo que el homdlogo se pueda identificar como relacionado con
la proteina de tipo silvestre). Dichos cambios incluyen, aunque sin limitacién: cambios en una o unas pocas cadenas
laterales de aminoacido; cambios en uno o unos pocos aminoacidos, incluyendo deleciones (por ejemplo, una
version truncada de la proteina o péptido), inserciones y/o sustituciones; cambios en la estereoquimica de uno o
unos pocos atomos; y/o derivatizaciones minoritarias, incluyendo, aunque sin limitacion: metilacion, farnesilacion,
genaril geranilacion, glucosilacion, carboximetilacion, fosforilacion, acetilacion, miristoilacion, prenilacion,
palmitaciéon, y/o amidaciéon. Un homodlogo puede tener propiedades potenciadas, disminuidas o sustancialmente
similares en comparacion con la proteina o péptido de origen natural. Homdlogos preferidos de una proteina
Cistatina C se describen en detalle a continuacién. Se aprecia que los homélogos pueden incluir homélogos
producidos sintéticamente (péptidos o proteinas sintéticas), variantes alélicas de origen natural de una proteina
dada, o secuencias homologas de organismos diferentes al organismo del cual se obtuvo la secuencia de referencia.
Sustituciones conservativas tipicamente incluyen sustituciones dentro de los siguientes grupos: glicina y alanina;
valina, isolucina y leucina; acido aspartico, acido glutamico, asparagina, y glutamina; serina y treonina; lisina y
arginina; y fenilalanina y tirosina. Las sustituciones también pueden hacerse en base a la hidrofobicidad o
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hidrofilicidad conservada (Kyte y Doolittle, J. Mol. Biol. (1982) 157: 105-132), o en base a la capacidad de asumir
estructura secundaria polipeptidica similar (Chou y Fasman, Adv. Enzymol. (1978) 47: 45-148, 1978).

Los homdlogos pueden ser el resultado de variacion alélica natural o mutacion natural. Una variante alélica de origen
natural de un acido nucleico que codifica una proteina es un gen que existe en esencialmente el mismo locus (o loci)
en el genoma que el gen que codifica dicha proteina, pero que, debido a variaciones naturales causadas por, por
ejemplo, mutacién o recombinacion, tiene una secuencia similar pero no idéntica. Las variantes alélicas tipicamente
codifican proteinas que tienen actividad similar a la de la proteina codificada por el gen con el cual se estan
comparando. Una clase de variantes alélicas puede codificar la misma proteina, pero tener diferentes secuencias de
acido nucleico debido a la degeneracion del cédigo genético. Las variantes alélicas también pueden comprender
alteraciones en las regiones no traducidas 5' o 3' del gen (por ejemplo, en regiones de control reguladoras). Las
variantes alélicas son bien conocidas para los expertos en la materia.

Pueden producirse homdlogos usando técnicas conocidas en la técnica para la produccion de proteinas incluyendo,
aunque sin limitaciéon, modificaciones directas en la proteina aislada de origen natural, sintesis directa de proteinas,
o modificaciones en la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina usando, por ejemplo, técnicas clasicas o
recombinantes de ADN para lograr mutagénesis aleatoria o dirigida.

Las modificaciones o mutaciones en homoélogos proteicos, en comparacion con la proteina de tipo silvestre,
aumentan, disminuyen, o no cambian sustancialmente, la actividad bioldgica basica del homélogo en comparacion
con la proteina de origen natural (de tipo silvestre). Con respecto a Cistatina C, la presente invencion incluye
homadlogos que mantienen las actividades biolégicas basicas de la proteina de tipo silvestre, asi como homdlogos
que mantienen solamente algunas de las actividades bioldgicas de la proteina de tipo silvestre (por ejemplo, la
capacidad de regular la actividad de TGF-B, pero no la actividad de catepsina B). Un ejemplo de dicho homélogo se
describe en los Ejemplos (es decir, la proteina modificada A14CystC). Las actividades bioldgicas de Cistatina C se
han descrito en detalle en otra parte en este documento. Las modificaciones de una proteina, tal como en un
homadlogo o mimético (analizados a continuacion), pueden producir proteinas que tienen la misma actividad biolégica
que la proteina de origen natural, o proteinas que tienen actividad bioldégica disminuida o aumentada en
comparacion con la proteina de origen natural. Las modificaciones que producen una disminucién en la expresion de
proteinas o una disminucion en la actividad de la proteina, pueden mencionarse como inactivacion (completa o
parcial), regulacidon negativa, o accion disminuida (o actividad) de una proteina. Asimismo, modificaciones que
producen un aumento en la expresién de proteinas o un aumento en la actividad de la proteina, pueden
mencionarse como amplificacion, sobreproduccion, activacion, potenciacion, regulacion positiva o accion aumentada
(o actividad) de una proteina. Se aprecia que referencias generales a un homoélogo que tiene la actividad biolégica
de la proteina de tipo silvestre no significan necesariamente que el homodlogo tenga actividad biolégica idéntica a la
proteina de tipo silvestre, particularmente con respecto al nivel de actividad biolégica. En su lugar, un homoélogo
puede realizar la misma actividad bioldgica general que la proteina de tipo silvestre, pero a un nivel reducido o
aumentado de actividad en comparacion con la proteina de tipo silvestre. Un dominio funcional de una proteina
Cistatina C es un dominio (es decir, un dominio puede ser una parte de una proteina) que es capaz de realizar una
funcién bioldgica (es decir, tiene actividad bioldgica, tal como la capacidad de unirse a un receptor de TGF-3,
incluyendo TRR-II).

En una realizacion preferida de la presente invencién, un homélogo de CystC tiene una secuencia de aminoacidos
que difiere de la secuencia de aminoacidos de la proteina Cistatina C de tipo silvestre por una alteracion (por
ejemplo, delecion, sustitucion, insercion) de la secuencia de tipo silvestre suficiente para reducir o suprimir la
actividad bioldgica del motivo inhibidor de cisteina proteinasa conservado. De acuerdo con la presente invencion, el
motivo inhibidor de cisteina proteinasa conservado de CystC humana, por ejemplo, esta localizado entre
aproximadamente la posicion 80 y aproximadamente la posicion 93 de CystC. En un aspecto, la secuencia de
aminoacidos del homdlogo difiere de la secuencia de aminoacidos de la proteina Cistatina C de tipo silvestre por una
delecion de restos de aminoacido desde aproximadamente la posicion 70 hasta aproximadamente la posicion 100, o
desde aproximadamente la posicion 80 hasta aproximadamente la posicion 93, con referencia a la secuencia de
aminoacidos de tipo silvestre de CystC humana. También se abarcan deleciones de cualquier longitud entre
aproximadamente la posicion 50 y 120 que incluyen la deleciéon desde aproximadamente la posicion 80 hasta
aproximadamente la posicion 93, con referencia a la secuencia de aminoacidos de CystC humana (SEQ ID NO: 2).
Una CystC humana que tiene una delecion desde la posiciéon 80 hasta la posicién 93 se describe en los Ejemplos y
se menciona en este documento como A14CystC. A14CystC no se une a catepsina B y, por lo tanto, no tiene la
actividad inhibidora de cisteina proteasa de CystC de tipo silvestre. Sin embargo, A14CystC retiene la capacidad de
regular la actividad de TGF-3 comparable con la proteina de tipo silvestre. Dicha actividad (o ausencia de la misma)
puede usarse para evaluar otros mutantes de delecion de CystC como se ha descrito anteriormente. Las posiciones
correspondientes en otras proteinas CystC de otras especies pueden determinarse facilmente por un experto en la
materia, por ejemplo, por alineacion de la secuencia humana, con la otra secuencia (descrita en otra parte en este
documento). Con respecto a la actividad reguladora de TGF-f3 de CystC, el presente inventor ha determinado que
esta actividad esta correlacionada con restos en la region C-terminal de CystC. Por lo tanto, un homdlogo de CystC
de la invencion (incluyendo un fragmento biolégicamente activo de la misma) retiene preferiblemente la parte C-
terminal de la proteina de tipo silvestre, y muy preferiblemente, al menos los ultimos 50 aminoacidos C-terminales, o
al menos los ultimos 45 aminoacidos C-terminales, de la secuencia de tipo silvestre. La retenciéon de la actividad
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reguladora de TGF-B de un homdlogo de CystC puede evaluarse facilmente, por ejemplo, determinando si el
homodlogo puede unirse a un receptor de TGF-$ tal como TRR-II (descrito en este documento).

En una realizacion de la invencién, un homdlogo de CystC util en los métodos de la invencidn incluye un fragmento.
En una realizacién, el fragmento difiere de la secuencia de aminoacidos de tipo silvestre por una delecion, de al
menos aproximadamente 30 aminoacidos desde el extremo N-terminal, o una delecién de al menos
aproximadamente 35 aminoacidos desde el extremo N-terminal, o una delecion de al menos aproximadamente 40
aminoacidos desde el extremo N-terminal, o una delecion de al menos aproximadamente 45 aminoacidos desde el
extremo N-terminal, o una delecién de al menos aproximadamente 50 aminoacidos desde el extremo N-terminal, o
una delecidon de al menos aproximadamente 55 aminoacidos desde el extremo N-terminal, o una delecion de al
menos aproximadamente 60 aminoacidos desde el extremo N-terminal, o una delecion de al menos
aproximadamente 65 aminoacidos desde el extremo N-terminal, o una delecion de al menos aproximadamente 70
aminoacidos desde el extremo N-terminal, o una delecion de al menos aproximadamente 80 aminoacidos desde el
extremo N-terminal, o una delecién de al menos aproximadamente 85 aminoacidos desde el extremo N-terminal, o
una delecién de al menos aproximadamente 90 aminoacidos desde el extremo N-terminal, o una delecion de al
menos aproximadamente 95 aminoacidos desde el extremo N-terminal, o una delecién de al menos
aproximadamente 100 aminoacidos desde el extremo N-terminal de la proteina CystC de tipo silvestre.

La descripcion se refiere a un homologo de CystC que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en, una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 50 % idéntica, y mas preferiblemente al menos
aproximadamente un 55 % idéntica, y mas preferiblemente al menos aproximadamente un 60 % idéntica, y mas
preferiblemente al menos aproximadamente un 65 % idéntica, y mas preferiblemente al menos aproximadamente un
70 % idéntica, y mas preferiblemente al menos aproximadamente un 75 % idéntica, y mas preferiblemente al menos
aproximadamente un 80 % idéntica, e incluso mas preferiblemente al menos aproximadamente un 85 % idéntica, e
incluso mas preferiblemente al menos aproximadamente un 90 % idéntica, e incluso mas preferiblemente al menos
aproximadamente un 95 % idéntica, e incluso mas preferiblemente al menos aproximadamente un 96 % idéntica, e
incluso mas preferiblemente al menos aproximadamente un 97 % idéntica, e incluso mas preferiblemente al menos
aproximadamente un 98 % idéntica, e incluso mas preferiblemente al menos aproximadamente un 99 % idéntica (o
cualquier porcentaje entre el 60 % y el 90 %, en incrementos de porcentaje individuales completos) a la secuencia
de aminoacidos de referencia natural (por ejemplo, la proteina CystC de tipo silvestre, tal como la representada por
la SEQ ID NO: 2) sobre una longitud de la secuencia natural que es al menos la misma que la longitud del
homdlogo. Un homdlogo incluye un fragmento de una proteina natural (secuencia de longitud completa o de tipo
silvestre), incluyendo formas biolégicamente activas, parcialmente activas biolégicamente (por ejemplo, se une aun
ligando o receptor, pero puede no tener actividad bioldgica adicional), biolégicamente inactivas, y formas solubles de
la proteina natural (por ejemplo, si la proteina natural es una proteina de membrana o insoluble). Un homélogo de
CystC de la presente invencion comprende, consiste esencialmente en, o consiste en, una secuencia de
aminoacidos que es menos del 100 % idéntica a la secuencia de tipo silvestre de CystC, o menos de
aproximadamente el 99 % idéntica, o menos del 98 % idéntica, o menos del 97 % idéntica, o menos del 96 %
idéntica, o menos del 95 % idéntica, o menos del 94 % idéntica, o menos del 93 % idéntica, o menos del 92 %
idéntica, o menos del 91 % idéntica, o menos del 90 % idéntica a la secuencia de CystC de tipo silvestre (por
ejemplo, SEQ ID NO: 2). Como se usa en este documento, salvo que se especifique de otro modo, referencias a un
porcentaje (%) de identidad se refiere a una evaluacion de homologia que se realiza usando una busqueda de
homologia BLAST. Las busquedas de homologia BLAST pueden realizarse usando la base de datos y el software
BLAST, que ofrece programas de busqueda incluyendo: (1) una busqueda de homologia BLAST 2.0 Basic BLAST
usando blastp para busquedas de aminoéacidos y blastn para busquedas de acidos nucleicos con parametros
convencionales por defecto, donde la secuencia de consulta se filtra para regiones de baja complejidad por defecto
(descrito en Altschul, S.F., Madden, T.L., Schaaffer, A.A., Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W. & Lipman, D.J. (1997)
"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs." Nucleic Acids Res.
25:3389-3402, incorporado en este documento por referencia en su totalidad); (2) una alineacion BLAST 2 (usando
los parametros descritos a continuacion); (3) y/o PSI-BLAST con los parametros convencionales por defecto
(Position-Specific Iterated BLAST). Se aprecia que debido a algunas diferencias en los parametros convencionales
entre BLAST 2.0 Basic BLAST y BLAST 2, podrian reconocerse dos secuencias especificas como si tuvieran
homologia significativa usando el programa BLAST 2, mientras que una busqueda realizada en BLAST 2.0 Basic
BLAST usando una de las secuencias como secuencia de consulta no puede identificar la segunda secuencia en las
coincidencias superiores.

Dos secuencias especificas pueden alinearse entre si usando la secuencia BLAST 2 como se describe en Tatusova
y Madden, (1999), "Blast 2 sequences - a new tool for comparing protein and nucleotide sequences”, FEMS Microbiol
Lett. 174:247-250.

La alineacién de secuencia BLAST 2 se realiza en blastp o blastn usando el algoritmo BLAST 2.0 para realizar una
busqueda Gapped BLAST (BLAST 2.0) entre las dos secuencias permitiendo la introduccion de huecos (deleciones
e inserciones) en la alineacion resultante. Por motivos de claridad en este documento, la alineacion de secuencia
BLAST 2 se realiza usando los siguientes parametros convencionales por defecto.

Para blastn, usando la matriz 0 BLOSUM®62:
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Recompensa por coincidencia = 1

Penalizacion por desapareamiento = -2

Penalizaciones por abertura de hueco (5) y extension de hueco (2)

filtro (activo) de hueco x_disminucién (50) esperada (10) de tamafio de palabra (11)

Para blastp, usando la matriz 0 BLOSUMG62:

Penalizaciones por abertura de hueco (11) y extension de hueco (1)
filtro (activo) de hueco x_disminucion (50) esperada (10) de tamafo de palabra (11).

Ademas, PSI-BLAST proporciona una version automatizada facil de usar de una busqueda de "perfil", que es un
modo sensible de buscar homologias de secuencia. El programa primero realiza una busqueda en base de datos
gapped BLAST. El programa PSI-BLAST usa la informacién de cualquier alineacién significativa devuelta para
construir una matriz de valores especificos de posicién, que remplaza la secuencia de consulta para la siguiente
ronda de busqueda en base de datos. Por lo tanto, debe entenderse que el porcentaje de identidad puede
determinarse usando uno cualquiera de estos programas, aunque para la comparacion directa de dos secuencias,
se prefiere BLAST 2.

De acuerdo con la presente invencion, el término "contigua" o "consecutiva", con respecto a secuencias de acido
nucleico o aminoacidos descritas en este documento, significa conectadas en una secuencia ininterrumpida. Por
ejemplo, para que una primera secuencia comprenda 30 aminoacidos contiguos (o consecutivos) de una segunda
secuencia, significa que la primera secuencia incluye una secuencia ininterrumpida de 30 restos de aminoacido que
es 100% idéntica a una secuencia ininterrumpida de 30 restos de aminoacido en la segunda secuencia. Asimismo,
para que una primera secuencia tenga "100 % de identidad" con una segunda secuencia significa que la primera
secuencia coincide exactamente con la segunda secuencia sin huecos entre nucleétidos o aminoacidos.

En otra realizacion, un homologo de proteina aislada de la presente invencion, incluye una proteina que tiene una
secuencia de aminoacidos que es suficientemente similar a una secuencia de aminoacidos de proteina de origen
natural que una secuencia de acido nucleico que codifica el homdlogo, esa secuencia de acido nucleico que codifica
el homologo es capaz de hibridar en condiciones de rigurosidad moderada, alta, o muy alta (descritas a
continuacién) a (es decir, con) una molécula de acido nucleico que codifica la proteina de origen natural (es decir,
con el complemento de la hebra de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de la proteina de origen
natural). Un "complemento" de secuencia de acido nucleico que codifica una proteina de la presente invencion se
refiere a una secuencia de acido nucleico de la hebra de acido nucleico que es complementaria a la hebra que
codifica la proteina. Son bien conocidos para los expertos en la materia los métodos para deducir una secuencia
complementaria. Debe apreciarse que como las tecnologias de secuenciacion de aminoacidos y secuenciacion de
acidos nucleicos no estan completamente libres de errores, las secuencias presentadas en este documento, en el
mejor de los casos, representan secuencias aparentes de dominios PUFA PKS y proteinas de la presente invencion.

Como se usa en este documento, condiciones de hibridacién se refiere a condiciones convencionales de hibridacién
en que se usan moléculas de acido nucleico para identificar moléculas similares de acido nucleico. Dichas
condiciones convencionales se describen, por ejemplo, en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Labs Press, 1989. Sambrook et al., ibid (véase especificamente, las paginas 9.31-9.62).
Ademas, se describen formulas para calcular las condiciones apropiadas de hibridaciéon y lavado para conseguir
grados variables de desapareamiento de nucledtidos que permitan la hibridacion, por ejemplo, en Meinkoth et al.,
1984, Anal. Biochem. 138, 267-284; Meinkoth et al., ibid., que se incorpora por referencia en este documento en su
totalidad.

Mas particularmente, condiciones de hibridacion y lavado de baja rigurosidad, como se menciona en este
documento, se refiere a condiciones que permiten el aislamiento de moléculas de acido nucleico que tienen al
menos un 50 % de identidad de secuencia de acido nucleico con la molécula de acido nucleico que se usa como
sonda en la reaccion de hibridacion (es decir, condiciones que permiten aproximadamente un 50 % o menos de
desapareamiento de nucleétidos). Condiciones de hibridacion y lavado de rigurosidad moderada, como se menciona
en este documento, se refiere a condiciones que permiten el aislamiento de moléculas de acido nucleico que tienen
al menos aproximadamente un 70 % de identidad de secuencia de acido nucleico con la molécula de acido nucleico
que se usa como sonda en la reaccion de hibridacion (es decir, condiciones que permiten aproximadamente un 30 %
o0 menos de desapareamiento de nucledtidos). Condiciones de hibridacion y lavado de alta rigurosidad, como se
menciona en este documento, se refiere a condiciones que permiten el aislamiento de moléculas de acido nucleico
que tienen al menos aproximadamente un 80 % de identidad de secuencia de acido nucleico con la molécula de
acido nucleico que se usa como sonda en la reaccidon de hibridacion (es decir, condiciones que permiten
aproximadamente un 20 % o menos de desapareamiento de nucledtidos). Condiciones de hibridacion y lavado de
rigurosidad muy alta, como se menciona en este documento, se refiere a condiciones que permiten el aislamiento de
moléculas de acido nucleico que tienen al menos aproximadamente un 90 % de identidad de secuencia de acido
nucleico con la molécula de acido nucleico que se usa como sonda en la reaccion de hibridacion (es decir,
condiciones que permiten aproximadamente un 10 % o menos de desapareamiento de nucleétidos). Como se ha
analizado anteriormente, un experto en la materia puede usar las férmulas de Meinkoth et al., ibid. para calcular las

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2576 195 T3

condiciones apropiadas de hibridacion y lavado para conseguir estos niveles particulares de desapareamiento de
nucleodtidos. Dichas condiciones variaran, dependiendo de si se estan formando hibridos ADN:ARN o ADN:ADN. Las
temperaturas de fusion calculadas para hibridos de ADN:ADN son 10EC menores para hibridos ADN:ARN. En
realizaciones particulares, condiciones rigurosas de hibridacion para hibridos de ADN:ADN incluyen hibridacion a
una fuerza iénica de SSC 6X (Na* 0,9 M) a una temperatura entre aproximadamente 20EC y aproximadamente
35EC (rigurosidad menor), mas preferiblemente, entre aproximadamente 28EC y aproximadamente 40EC (mas
riguroso), e incluso mas preferiblemente, entre aproximadamente 35EC y aproximadamente 45EC (incluso mas
riguroso), con condiciones apropiadas de lavado. En realizaciones particulares, las condiciones rigurosas de
hibridacion para hibridos de ADN:ARN incluyen hibridacién a una fuerza idnica de SSC 6X (Na* 0,9 M) a una
temperatura entre aproximadamente 30EC y aproximadamente 45EC, mas preferiblemente, entre aproximadamente
38EC y aproximadamente 50EC, incluso mas preferiblemente, entre aproximadamente 45EC y aproximadamente
55EC, con condiciones de lavado igualmente rigurosas. Estos valores se basan en calculos de una temperatura de
fusion para moléculas mayores de aproximadamente 100 nucleétidos, formamida al 0 % y un contenido de G + C de
aproximadamente el 40 %. Como alternativa, la Tm puede calcularse de forma empirica como se expone en
Sambrook et al., supra, paginas 9.31 a 9.62. En general, las condiciones de lavado deben ser lo mas rigurosas
posible, y deben ser apropiadas para las condiciones elegidas de hibridacién. Por ejemplo, las condiciones de
hibridacion pueden incluir una combinaciéon de condiciones salinas y de temperatura que son aproximadamente 20-
25EC por debajo de la Tm calculada de un hibrido particular, y las condiciones de lavado tipicamente incluyen una
combinacién de condiciones salinas y de temperatura que son aproximadamente 12-20EC por debajo de la Tm
calculada del hibrido particular. Un ejemplo de condiciones de hibridacion adecuadas para su uso con hibridos de
ADN:ADN incluye una hibridacion de 2-24 horas en SSC 6X (formamida al 50 %) a aproximadamente 42EC, seguido
por etapas de lavado que incluyen uno o mas lavados a temperatura ambiente en SSC aproximadamente 2X,
seguido por lavados adicionales a temperaturas mayores y menor fuerza iénica (por ejemplo, al menos un lavado de
aproximadamente 37EC en SSC aproximadamente 0,1X-0,5X seguido por al menos un lavado a aproximadamente
68EC en SSC aproximadamente 0,1X-0,5X).

Las proteinas de la presente invencion también incluyen productos de expresion de fusiones génicas (por ejemplo,
usadas para sobreexpresar formas activas solubles de la proteina recombinante), de genes mutagenizados (tales
como genes que tienen modificaciones de codones para potenciar la transcripcion y traduccion génica), y de genes
truncados (tales como genes que tienen dominios de unién a membrana retirados para generar formas solubles de
la proteina de membrana, o genes que tienen secuencias sefial retiradas que son mal toleradas en un hospedador
de recombinante particular).

La presente invencion también incluye una proteina de fusion o una proteina quimérica que incluye un dominio que
contiene proteina deseada (por ejemplo, homdlogo de CystC o fragmento del mismo) unido a uno o mas segmentos
de fusion o proteinas o péptidos adicionales. Los segmentos de fusién adecuados para su uso con la presente
invencién incluyen, aunque sin limitacion, segmentos que pueden: potenciar la estabilidad de una proteina;
proporcionar otra actividad biolégica deseable; y/o ayudar con la purificacién de una proteina (por ejemplo, por
cromatografia de afinidad), o proporcionar otra funcién proteica (por ejemplo, como en una proteina quimérica). Un
segmento de fusion adecuado puede ser un dominio de cualquier tamafio que tenga la funcion deseada (por
ejemplo, confiere estabilidad, solubilidad, accién o actividad biolégica aumentada; simplifica la purificacion de una
proteina; o proporciona la funcion proteica adicional). Los segmentos de fusion pueden unirse a los extremos amino
y/o carboxilo del dominio de la proteina deseada y pueden ser susceptibles a escision para posibilitar la
recuperacion directa de la proteina. En una realizacidén, un segmento o proteina de fusiéon adecuado con el que
puede producirse una proteina quimérica o de fusion es un fragmento de anticuerpo vy, particularmente, la parte Fc
de una proteina de inmunoglobulina. Cualquier compafiero de fusién o quimera que potencie la estabilidad o
semivida de CystC in vivo, por ejemplo, se contempla para su uso en la presente invencion.

En una realizaciéon de la presente invencién, puede producirse cualquiera de las secuencias de aminoacidos
descritas anteriormente para homologos, con de al menos uno, y hasta aproximadamente 20, aminoacidos
heterdlogos adicionales flanqueando cada uno del extremo C-terminal y/o N-terminal de la secuencia dada de
aminoacidos. La proteina o polipéptido de resultante puede mencionarse como "que consiste esencialmente en" una
secuencia dada de aminoacidos. De acuerdo con la presente invencién, los aminoacidos heterélogos son una
secuencia de aminoacidos que no se encuentran de forma natural (es decir, no se encuentran en la naturaleza, in
vivo) flanqueando la secuencia dada de aminoacidos o que no estaria codificada por los nucleétidos que flanquean
la secuencia de acido nucleico de origen natural que codifica la secuencia dada de aminoacidos como aparece en el
gen, si dichos nucledtidos en la secuencia de origen natural se traducen usando el uso convencional de codones
para el organismo del cual se obtiene la secuencia dada de aminoacidos. Asimismo, la expresion "que consiste
esencialmente en", cuando se usa con referencia a una secuencia de acido nucleico en este documento, se refiere a
una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia dada de aminoacidos que puede estar flanqueada por
de al menos uno, y hasta como mucho aproximadamente 60, nucleétidos heterélogos adicionales en cada uno del
extremo 5' y/o 3' de la secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia dada de aminoacidos. Los nucleétidos
heterélogos no se encuentran de forma natural (es decir, no se encuentran en la naturaleza, in vivo) flanqueando la
secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia dada de aminoacidos como aparece en el gen natural.
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El tamafio minimo de un homoélogo de proteina o fragmento del mismo de la presente invencion es, en un aspecto,
un tamafno suficiente para tener la actividad biolégica necesaria, o suficiente para servir como antigeno para la
generacion de un anticuerpo o como una diana en un ensayo in vitro. En una realizaciéon, una proteina de la
presente invencién es de al menos aproximadamente o al menos aproximadamente de 40 aminoéacidos de longitud,
o de al menos aproximadamente 50 aminoacidos de longitud, o al menos aproximadamente 60 aminoacidos de
longitud, o al menos aproximadamente 65 aminoacidos de longitud, o al menos aproximadamente 70 aminoacidos
de longitud, o al menos aproximadamente 75 aminoacidos de longitud, o al menos aproximadamente 80
aminoacidos de longitud, o al menos aproximadamente 85 aminoacidos de longitud, o al menos aproximadamente
90 aminoéacidos de longitud, o al menos aproximadamente 95 aminoacidos de longitud, o al menos
aproximadamente 100 aminoacidos de longitud, o al menos aproximadamente 105 aminoacidos de longitud, o al
menos aproximadamente 110 aminoacidos de longitud, o al menos aproximadamente 115 aminoacidos de longitud,
o al menos aproximadamente 120 aminoacidos de longitud, o al menos aproximadamente 125 aminoacidos de
longitud, o al menos aproximadamente 130 aminoacidos de longitud, o al menos aproximadamente 140 aminoacidos
de longitud, o al menos aproximadamente 145 aminoacidos de longitud, y asi, en cualquier longitud entre 8
aminoacidos y hasta la longitud completa de una proteina de la invencién o mas larga, en enteros completos (por
ejemplo, 8, 9, 10,...25, 26,...102, 103,...). No existe limite, diferente a un limite practico, sobre el tamafio maximo de
dicha proteina porque la proteina puede incluir una parte de una proteina, un dominio funcional, o un fragmento
biolégicamente activo o util de la misma, o una proteina de longitud completa, mas secuencia adicional (por ejemplo,
una secuencia proteica de fusion), si se desea.

La presente descripcion también se refiere a una composicion que comprende al menos aproximadamente 500 ng,
al menos aproximadamente 1 pg, al menos aproximadamente 5 pg, al menos aproximadamente 10 pg, al menos
aproximadamente 25 pg, al menos aproximadamente 50 pg, al menos aproximadamente 75 pg, al menos
aproximadamente 100 pg, al menos aproximadamente 250 pg, al menos aproximadamente 500 pg, al menos
aproximadamente 750 pg, al menos aproximadamente 1 mg, o al menos aproximadamente 5 mg, de un homdlogo
de proteina CystC aislado que comprende cualquiera de los homologos de CystC de la misma analizados en este
documento. Dicha composicion de la presente invencion puede incluir cualquier vehiculo con el que se asocie la
proteina en virtud del método de preparacion proteica, un método de purificacion de proteinas, o una preparacion de
la proteina para su uso en un método in vitro, ex vivo, o in vivo de acuerdo con la presente invencién. Por ejemplo,
dicho vehiculo puede incluir cualquier excipiente adecuado, tampdn y/o vehiculo de suministro, tal como un vehiculo
farmacéuticamente aceptable (analizado a continuacion), que es adecuado para combinar con la proteina CystC de
la presente invencion de modo que la proteina pueda usarse in vitro, ex vivo o in vivo de acuerdo con la presente
invencion.

Los homdlogos de una proteina descritos en este documento tales como homologos de CystC, incluyendo agonistas
y antagonistas peptidicos y no peptidicos de CystC, pueden ser productos de disefio de farmacos o seleccion y
pueden producirse usando diversos métodos conocidos en la técnica. Dichos homdlogos pueden mencionarse mas
particularmente como miméticos. Un mimético se refiere a cualquier compuesto peptidico o no peptidico que sea
capaz de imitar la accion biolégica de un péptido de origen natural, a menudo porque el mimético tiene una
estructura basica que imita la estructura bésica del péptido de origen natural y/o tiene las propiedades bioldgicas
destacadas del péptido de origen natural. Los miméticos pueden incluir, aunque sin limitacion: péptidos que tienen
modificaciones sustanciales a partir del prototipo tal como ausencia de similitud de cadena lateral con el péptido de
origen natural (dichas modificaciones, por ejemplo, pueden disminuir su susceptibilidad a la degradacién);
anticuerpos anti-idiotipicos y/o cataliticos, o fragmentos de los mismos; partes no proteicas de una proteina aislada
(por ejemplo, estructuras de carbohidrato); o moléculas sintética u organicas naturales, incluyendo acidos nucleicos
y farmacos identificados a través de quimica combinatoria, por ejemplo. Dichos miméticos pueden disefiarse,
seleccionarse y/o identificarse de otro modo usando una diversidad de métodos conocidos en la técnica. Se
describen diversos métodos de disefio de farmacos, Utiles para disefiar o seleccionar miméticos u otros compuestos
terapéuticos utiles en la presente invencion en Maulik et al., 1997, Molecular Biotechnology: Therapeutic Applications
and Strategies, Wiley-Liss, Inc.

Un agonista puede ser cualquier compuesto que sea capaz de imitar, duplicar o aproximarse a la actividad biolégica
de una proteina de origen natural o especifica, por ejemplo, por asociaciéon con (por ejemplo, unién a) o activaciéon
de una proteina (por ejemplo, un receptor) al cual se une la proteina natural, de modo que la actividad que se
produciria con la proteina natural se estimula, induce, aumenta, o potencia. Por ejemplo, un agonista puede incluir,
aunque sin limitacién, una proteina, compuesto, o un anticuerpo que se une selectivamente a y activa o aumenta la
activacion de un receptor unido por la proteina natural, otros homdlogos de la proteina natural, y cualquier producto
adecuado de disefio de farmacos que se caracterice por su capacidad de agonizar (por ejemplo, estimular, inducir,
aumentar, potenciar) la actividad biolégica de una proteina de origen natural.

Un antagonista se refiere a cualquier compuesto o agente que sea capaz de actuar de un modo que sea antagonista
(por ejemplo, contra, de forma inversa a, contrario a) a la accién del agonista natural, por ejemplo, por interaccion
con otra proteina o molécula de un modo que se disminuya la actividad bioldgica de la proteina o agonista de origen
natural (por ejemplo, reduzca, inhiba, bloquee). Dicho compuesto puede incluir, aunque sin limitacién, un anticuerpo
que se una selectivamente a y bloquee el acceso a una proteina por su ligando natural, o reduzca o inhiba la
actividad de una proteina, o producto de disefio de farmacos que bloquee la proteina o reduzca la actividad biologica

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2576 195 T3

de la proteina, una molécula de acido nucleico antisentido que se una a una molécula de acido nucleico que codifica
la proteina o evita la expresién de la proteina, una ribozima que se une al ARN y evita la expresion de la proteina, y
una proteina soluble, que compite con un receptor o ligando natural.

Un mimético, incluyendo agonistas y antagonistas, puede producirse usando diversos métodos conocidos en la
técnica. Un mimético puede obtenerse, por ejemplo, a partir de estrategias de diversidad molecular (una
combinacién de estrategias relacionadas que permiten la rapida construccion de bibliotecas grandes de moléculas
quimicamente diversas), bibliotecas de compuestos naturales o sintéticos, en particular de bibliotecas quimicas o
combinatorias (es decir, bibliotecas de compuestos que difieren en secuencia o tamafio pero que tienen los
componentes basicos similares) o por disefio racional, dirigido o aleatorio de farmacos. Véase, por ejemplo, Maulik
et al., supra.

En una estrategia de diversidad molecular, se sintetizan grandes bibliotecas de compuestos, por ejemplo, a partir de
péptidos, oligonucledtidos, carbohidratos y/o moléculas organicas sintéticas, usando enfoques bioldgicos,
enzimaticos y/o quimicos. Los pardmetros criticos en el desarrollo de una estrategia de diversidad molecular
incluyen la diversidad de subunidad, el tamafio molecular, y la diversidad de biblioteca. El objetivo general de la
exploracion de dichas bibliotecas es utilizar la aplicacion secuencial de seleccidon combinatoria para obtener ligandos
de alta afinidad para una diana deseada, y después optimizar las moléculas principales por estrategias de disefio
aleatorio o dirigido. Se describen métodos de diversidad molecular en detalle en Maulik, et al., ibid.

Maulik, et al. también describen, por ejemplo, métodos de disefio dirigido, en que el usuario dirige el proceso de
creacion de moléculas novedosas a partir de una biblioteca de fragmentos de fragmentos apropiadamente
seleccionados; disefio aleatorio, en que el usuario usa un algoritmo genético u otro algoritmo para mutar
aleatoriamente fragmentos y sus combinaciones aplicando simultaneamente un criterio de seleccién para evaluar la
aptitud de los ligandos candidatos; y un enfoque basado en cuadricula en que el usuario calcula la energia de
interaccion entre estructuras tridimensionales del receptor y pequefias sondas de fragmento pequefio, seguido por
union conjunta de sitios favorables de sonda.

Una realizacion de la presente invencion se refiere a moléculas aisladas de acido nucleico que comprenden,
consisten esencialmente en, o consisten en secuencias de acido nucleico que codifican cualquiera de las proteinas
homdlogas descritas en este documento, o fragmento de cualquiera de dichas proteinas, asi como secuencias de
acido nucleico que son completamente complementarias a las mismas. De acuerdo con la presente invencién, una
molécula aislada de acido nucleico es una molécula de acido nucleico que se ha retirado de su medio natural (es
decir, que se ha sometido a manipulacion humana), siendo su medio natural el genoma o cromosoma en que se
encuentra la molécula de acido nucleico en la naturaleza. Por tanto, "aislado" no refleja necesariamente el grado al
cual se ha purificado la molécula de acido nucleico, sino que indica que la molécula no incluye un genoma completo
0 un cromosoma completo en que se encuentra la molécula de acido nucleico en la naturaleza. Una molécula
aislada de acido nucleico puede incluir un gen. Una molécula aislada de acido nucleico que incluye un gen no es un
fragmento de un cromosoma que incluye dicho gen, sino que en su lugar incluye la regién codificante y regiones
reguladoras asociadas con el gen, pero no genes adicionales que se encuentran de forma natural en el mismo
cromosoma. Una molécula aislada de acido nucleico también puede incluir una secuencia especifica de acido
nucleico flanqueada por (es decir, en el extremo 5' y/o 3' de la secuencia) acidos nucleicos adicionales que no
flanquean normalmente la secuencia especifica de acido nucleico en la naturaleza (es decir, secuencias
heterdlogas). La molécula aislada de acido nucleico puede incluir ADN, ARN (por ejemplo, ARNm), o derivados de
ADN o ARN (por ejemplo, ADNc). Aunque la expresidon "molécula de acido nucleico" se refiere principalmente a la
molécula fisica de acido nucleico y la expresion "secuencia de acido nucleico" se refiere principalmente a la
secuencia de nucleétidos en la molécula de acido nucleico, las dos expresiones pueden usarse de forma
intercambiable, especialmente con respecto a una molécula de &cido nucleico, o una secuencia de acido nucleico,
que es capaz de codificar una proteina o dominio de una proteina.

Preferiblemente, una molécula aislada de acido nucleico de la presente invencion se produce usando tecnologia de
ADN recombinante (por ejemplo, amplificacién por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), clonacién) o sintesis
quimica. Las moléculas aisladas de acido nucleico incluyen moléculas naturales de acido nucleico y homologos de
las mismas incluyendo, aunque sin limitacién, variantes alélicas naturales y moléculas modificadas de acido nucleico
en que se han insertado, delecionado, sustituido y/o invertido nucleétidos de tal modo que dichas modificaciones
proporcionen el efecto deseado sobre la actividad bioldgica de la proteina como se describe es este documento. Se
han analizado homélogos de proteina (por ejemplo, proteinas codificadas por homdélogos de acido nucleico) en
detalle anteriormente.

Puede producirse un homologo de molécula de acido nucleico usando varios métodos conocidos para los expertos
en la materia (véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Closing: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Labs Press, 1989). Por ejemplo, pueden modificarse moléculas de acido nucleico usando una diversidad de técnicas
incluyendo, aunque sin limitacion, técnicas clasicas de mutagénesis y técnicas de ADN recombinante, tal como
mutagénesis dirigida al sitio, tratamiento quimico de una molécula de acido nucleico para inducir mutaciones,
escisién con enzimas de restriccion de un fragmento de acido nucleico, ligamiento de fragmentos de acido nucleico,
amplificacion por PCR y/o mutagénesis de regiones seleccionadas de una secuencia de acido nucleico, sintesis de
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mezclas de oligonucledtidos y ligamiento de grupos mixtos para "construir" una mezcla de moléculas de acido
nucleico y combinaciones de las mismas. Los homdlogos de molécula de acido nucleico pueden seleccionarse a
partir de una mezcla de acidos nucleicos modificados explorando la funcién de la proteina codificada por el acido
nucleico y/o por hibridacién con un gen de tipo silvestre.

El tamafio minimo de una molécula de acido nucleico de la presente invencion es un tamafio suficiente para codificar
una proteina que tiene la actividad biologica deseada, o suficiente para formar una sonda o cebador
oligonucleotidico que sea capaz de formar un hibrido estable con la secuencia complementaria de una molécula de
acido nucleico que codifica la proteina natural (por ejemplo, en condiciones de rigurosidad moderada, alta, o muy
alta). Por tanto, el tamafo de la molécula de acido nucleico que codifica dicha proteina puede depender de la
composicion de acido nucleico y el porcentaje de homologia o identidad entre la molécula de acido nucleico y la
secuencia complementaria, asi como de las condiciones de hibridacién per se (por ejemplo, temperatura,
concentracion salina, y concentracion de formamida). El tamafio minimo de una molécula de acido nucleico que se
usa como cebador oligonucleotidico o como sonda es tipicamente de al menos aproximadamente 12 a
aproximadamente 15 nucledtidos de longitud si las moléculas de acido nucleico son ricas en GC y de al menos
aproximadamente 15 a aproximadamente 18 bases de longitud si son ricas en AT. No existe limite, diferente al limite
practico, sobre el tamafio maximo de una molécula de acido nucleico de la presente invencion, porque la molécula
de acido nucleico puede incluir una parte de una secuencia que codifica proteina o una secuencia de acido nucleico
que codifica una proteina de longitud completa.

Una realizacion de la presente invencion es una molécula de acido nucleico recombinante que comprende una
molécula aislada de acido nucleico de la presente invencién. De acuerdo con la presente invencion, una molécula de
acido nucleico recombinante incluye al menos una molécula aislada de acido nucleico de la presente invencién que
esta unida a una secuencia heterdloga de acido nucleico. Dicha secuencia heterdloga de &acido nucleico es
tipicamente un vector de acido nucleico recombinante (por ejemplo, un vector recombinante) que es adecuado para
clonacion, secuenciacion, y/o manipulaciéon de otro modo de la molécula de acido nucleico, tal como mediante la
expresion y/o suministro de la molécula de acido nucleico en una célula hospedadora para formar una célula
recombinante. Dicho vector contiene secuencias heterélogas de acido nucleico, es decir, secuencias de acido
nucleico que no se encuentran de forma natural adyacentes a las moléculas de acido nucleico de la presente
invencion, aunque el vector también puede contener secuencias reguladoras de acido nucleico (por ejemplo,
promotores, regiones no traducidas) que se encuentran de forma natural adyacentes a moléculas de acido nucleico
de la presente invencién (analizadas en detalle a continuacién). El vector puede ser ARN o ADN, procariota o
eucariota, y tipicamente es un virus o un plasmido. El vector puede mantenerse como un elemento
extracromosomico (por ejemplo, un plasmido) o puede integrarse en el cromosoma. El vector completo puede
permanecer en su sitio dentro de una célula hospedadora, o en ciertas condiciones, el ADN plasmidico puede
eliminarse, dejando detras la molécula de acido nucleico de la presente invencion. La molécula integrada de acido
nucleico puede estar bajo el control del promotor cromosdmico, bajo el control del promotor nativo o plasmidico, o
bajo el control de una combinacién de varios promotores. Puede integrarse una Unica copia o multiples copias de la
molécula de acido nucleico en el cromosoma. Como se usa en este documento, la expresion "molécula de acido
nucleico recombinante” se usa principalmente para hacer referencia a un vector recombinante en que se ha ligado la
secuencia de acido nucleico a clonar, manipular, transformar en la célula hospedadora (es decir, el inserto).

En una realizacién, un vector recombinante de la presente invencién es un vector de expresion, de modo que la
molécula de acido nucleico recombinante producida por insercién de una molécula de acido nucleico en el vector
pueda usarse para expresar o producir la proteina codificada por el inserto de molécula de acido nucleico. Como se
usa en este documento, la expresion "vector de expresién" se usa para hacer referencia a un vector que es
adecuado para la produccién de un producto codificado (por ejemplo, una proteina de interés). Mas particularmente,
una secuencia de acido nucleico que codifica el producto a producirse se inserta en el vector recombinante para
producir una molécula de acido nucleico recombinante. La secuencia de acido nucleico que codifica la proteina a
producirse se inserta en el vector de un modo que une de forma funcional la secuencia de acido nucleico a
secuencias reguladoras en el vector (por ejemplo, secuencias de control de la expresion) que posibilitan la
transcripcion y traduccion de la secuencia de acido nucleico cuando se introduce la molécula recombinante en una
célula hospedadora.

En otra realizacién, un vector recombinante usado en una molécula de acido nucleico recombinante de la presente
invencién es un vector de direccionamiento. Como se usa en este documento, la expresion "vector de
direccionamiento" se usa para hacer referencia a un vector que se usa para suministrar una molécula de acido
nucleico particular en una célula hospedadora recombinante, donde la molécula de acido nucleico se usa para
delecionar o inactivar un gen endégeno dentro de la célula hospedadora (es decir, se usa para la alteracion génica
dirigida o tecnologia knock-out) y/o para insertar o remplazar un nuevo gen o molécula de acido nucleico exégeno en
el genoma de la célula hospedadora.

De acuerdo con la presente invencion, la expresién "unido de forma funcional" se refiere a la unién de una molécula
de acido nucleico a una secuencia de control de la expresiéon (por ejemplo, una secuencia de control de la
transcripcion y/o una secuencia de control de la traducciéon) de un modo tal que la molécula pueda expresarse
cuando se introduce por transfeccién (es decir, se introduce por transformacién, transduccién, transfeccion,
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conjugacion o induccion) en una célula hospedadora. Las secuencias de control de la transcripcion son secuencias
que controlan el inicio, elongacion, o terminacién de la transcripcion. Las secuencias de control de la transcripcion
particularmente importantes son aquellas que controlan el inicio de la transcripcion, tales como secuencias
promotoras, potenciadoras, operadoras y represoras. Las secuencias adecuadas de control de la transcripcion
incluyen cualquier secuencia de control de la transcripcion que pueda funcionar en una célula hospedadora en que
se tiene que introducir la molécula de &cido nucleico recombinante.

Las moléculas recombinantes de la presente invencion, que pueden ser ADN o ARN, también pueden contener
secuencias reguladoras adicionales, tales como secuencias reguladoras de la traduccion, origenes de replicacion, y
otras secuencias reguladoras que son compatibles con la célula recombinante. En una realizacién, una molécula
recombinante de la presente invencion, incluyendo aquellas que se integran en el cromosoma de la célula
hospedadora, también contiene sefiales de secrecion (es decir, secuencias de acido nucleico del segmento sefial)
para posibilitar que una proteina expresada se secrete desde la célula que produce la proteina. Los segmentos
sefial adecuados incluyen un segmento sefial que esta asociado de forma natural con una proteina de la presente
invencién o cualquier segmento sefal heterélogo capaz de dirigir la secrecion de una proteina de acuerdo con la
presente invencion.

Puede usarse una o mas moléculas recombinantes de la presente invencion para producir un producto codificado de
la presente invencion. En una realizacién, se produce un producto codificado expresando una molécula de acido
nucleico como se describe en este documento en condiciones eficaces para producir la proteina. Un método
preferido para producir una proteina codificada es transfectando una célula hospedadora con una o mas moléculas
recombinantes para formar una célula recombinante. Las células hospedadoras adecuadas a transfectar incluyen,
aunque sin limitacién, cualquier célula bacteriana, fungica (por ejemplo, de levadura), de insecto, vegetal o animal
que pueda transfectarse. Las células hospedadoras pueden ser células no transfectadas o células que ya se han
transfectado con al menos una molécula de acido nucleico.

De acuerdo con la presente invencion, el término "transfeccion" se usa para hacer referencia a cualquier método por
el cual pueda insertarse una molécula exdégena de acido nucleico (es decir, una molécula de acido nucleico
recombinante) en la célula. El término" transformacion” puede usarse de forma intercambiable con el término
"transfeccién" cuando dicho término se usa para hacer referencia a la introducciéon de moléculas de acido nucleico
en células microbianas, tales como bacterias y levaduras. En sistemas microbianos, el término "transformacion" se
usa para describir un cambio hereditario debido a la adquisicion de acidos nucleicos exdgenos por el
microorganismo y es esencial sinénimo del término "transfeccion". Sin embargo, en células animales, la
transformacion ha adquirido un segundo significado que puede hacer referencia a cambios en las propiedades de
crecimiento de las células en cultivo después de haberse vuelto cancerosas, por ejemplo. Por lo tanto, para evitar la
confusién, el término "transfeccién" se usa preferiblemente con respecto a la introduccién de acidos nucleicos
exogenos en células animales, y el término "transfeccion", se usara en este documento para abarcar de forma
general tanto la transfeccion de células animales como la transformacion de células microbianas, en la medida que
los términos corresponden a la introduccion de &cidos nucleicos exdgenos en una célula. Por lo tanto, las técnicas
de transfeccion incluyen, aunque sin limitacion, transformacién, electroporacion, microinyeccioén, lipofeccion,
adsorcion, infeccion y fusion de protoplastos.

En una realizacién, se produce una proteina de la presente invencion cultivando una célula que expresa la proteina
en condiciones eficaces para producir la proteina, y recuperando la proteina. Una célula preferida a cultivar es una
célula recombinante de la presente invencion. Las condiciones eficaces de cultivo incluyen, aunque sin limitacién,
condiciones de medios eficaces, biorreactor, temperatura, pH y oxigeno que permite la produccion de proteinas. Un
medio eficaz se refiere a cualquier medio en que se cultiva una célula para producir una proteina de la presente
invencién. Dicho medio tipicamente comprende un medio acuoso que tiene fuentes asimilables de carbono,
nitrégeno y fosfato, y sales, minerales, metales y otros nutrientes apropiados, tales como vitaminas. Ejemplos de
medios y condiciones de cultivo adecuados se analizan en detalle en la seccion de Ejemplos. Las células de la
presente invencion pueden cultivarse en biorreactores convencionales de fermentacion, matraces de agitacion,
tubos de ensayo, placas de microtitulacion y placas Petri. El cultivo puede realizarse a una temperatura, pH y
contenido de oxigeno apropiados para una célula recombinante. Dichas condiciones de cultivo pertenecen a la
experiencia de los expertos en la materia.

Dependiendo del sistema de vector y hospedador usado para la produccion, las proteinas resultantes de la presente
invencién pueden permanecer dentro de la célula recombinante; secretarse al medio de cultivo; secretarse a un
espacio entre dos membranas celulares, tal como el espacio periplasmico en E. coli; o retenerse en la superficie
exterior de una célula 0 membrana virica. La expresion "recuperacion de la proteina” se refiere a recoger el medio de
cultivo completo que contiene la proteina y no necesita implicar etapas adicionales de separacion o purificacion. Las
proteinas de la presente invencion pueden purificarse usando una diversidad de técnicas convencionales de
purificacion de proteinas tales como, aunque sin limitacién, cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio
iénico, filtracion, electroforesis, cromatografia de interaccion hidréfoba, cromatografia de filtracion en gel,
cromatografia en fase inversa, cromatografia en concavalina A, cromatoenfoque y solubilizacion diferencial.
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Las proteinas de la presente invencién se recuperan, obtienen y/o usan preferiblemente en forma "sustancialmente
pura". Como se usa en este documento, "sustancialmente pura", se refiere a una pureza que permite el uso eficaz
de la proteina in vitro, ex vivo o in vivo de acuerdo con la presente invencion. Para que una proteina sea util en un
método in vitro, ex vivo o in vivo de acuerdo con la presente invencion, estan sustancialmente libre de
contaminantes, otras proteinas y/o agentes quimicos que podrian interferir o que interferirian con su uso en un
método descrito por la presente invencion, o que al menos serian indeseables para su inclusiéon con la proteina
cuando se usa en un método descrito por la presente invencion. Dichos métodos incluyen produccion de
anticuerpos, ensayos de identificacion de agonistas/antagonistas, preparaciéon de composiciones terapéutica,
administracion en la composicion terapéutica, y todos los demas métodos descritos en este documento.
Preferiblemente, una proteina "sustancialmente pura”, como se menciona en este documento, es una proteina que
puede producirse por cualquier método (es decir, por purificacion directa de una fuente natural, de forma
recombinante o de forma sintética), y que se ha purificado de otros componentes proteicos de modo que la proteina
comprenda al menos aproximadamente un 80 % en peso/peso de la proteina total en una composicién dada, y mas
preferiblemente, al menos aproximadamente un 85 %, y mas preferiblemente, al menos aproximadamente un 90 %,
y mas preferiblemente, al menos aproximadamente un 91 %, y mas preferiblemente, al menos aproximadamente un
92 %, y més preferiblemente, al menos aproximadamente un 93 %, y mas preferiblemente, al menos
aproximadamente un 94 %, y mas preferiblemente, al menos aproximadamente un 95 %, y mas preferiblemente, al
menos aproximadamente un 96 %, y mas preferiblemente, al menos aproximadamente un 97 %, y mas
preferiblemente, al menos aproximadamente un 98 %, y mas preferiblemente, al menos aproximadamente un 99 %,
en peso/peso de la proteina total en una composiciéon dada.

Por tanto, en una realizacién se proporciona un antagonista de CystC o inhibidor de CystC que provoca una
disminucion en al menos una actividad biolégica de CystC como se describe en este documento. Dichos inhibidores
incluyen, antagonistas de CystC (incluyendo homadlogos de la proteina) que son inhibidores competitivos de CystC
natural.

La presente descripcion incluye una composicion o formulaciéon que comprende un fragmento u homadlogo de CystC
con fines de diagndstico, exploracion o terapéuticos. Por lo tanto, la descripcion también se refiere a una
composicién que comprende un compuesto seleccionado de: (i) un homélogo aislado de CystC, (iii) una secuencia
aislada de acido nucleico que codifica un homologo de CystC. La composicion tipicamente también incluye un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. En este aspecto de la presente invencién, una proteina CystC aislada puede
ser cualquiera de las proteinas CystC previamente descritas en este documento, un homoélogo de la proteina CystC,
un fragmento o una proteina de fusion de la misma. Las moléculas aisladas de acido nucleico que codifican un
homadlogo de CystC, un fragmento o proteina de fusidon de la misma también se han descrito. En una realizacion, una
composicion de la presente invencion incluye una combinacién de al menos dos de cualquiera de los compuestos
identificados anteriormente. Las composiciones y sus componentes pueden usarse en cualquiera de las
realizaciones de diagndstico o terapéuticas de la invencion descritas en este documento.

Una composicion, y particularmente una composicion terapéutica, de la presente descripcién, incluyen generalmente
un vehiculo, y preferiblemente un vehiculo farmacéuticamente aceptable. De acuerdo con la presente invencion, un
"vehiculo farmacéuticamente aceptable" incluye excipientes farmacéuticamente aceptables y/o vehiculos de
suministro farmacéuticamente aceptables, que son adecuados para su uso en la administracion de la composicién a
un sitio adecuado in vitro, ex vivo o in vivo. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables preferidos son capaces de
mantener una proteina, compuesto, o molécula de acido nucleico de acuerdo con la presente invencién en una
forma que, tras la llegada de la proteina, compuesto, o molécula de acido nucleico a la diana celular en un cultivo o
en un paciente, la proteina, compuesto o molécula de acido nucleico es capaz de interaccionar con su diana.

Los excipientes adecuados de la presente invencion incluyen excipientes o agentes de formulacioén que transportan
o ayudan al transporte, pero no dirigen especificamente una composicién a una célula (también mencionados en
este documento como vehiculos no de direccionamiento). Ejemplos de excipientes farmacéuticamente aceptables
incluyen, aunque sin limitacion, agua, solucion salina tamponada con fosfato, solucion de Ringer, solucion de
dextrosa, soluciones que contienen suero, solucién de Hank, otras soluciones acuosas fisiolégicamente equilibradas,
aceites, ésteres y glicoles. Los vehiculos acuosos pueden contener sustancias auxiliares adecuadas necesarias para
aproximarse a las condiciones fisiolégicas del destinatario, por ejemplo, potenciando la estabilidad quimica y la
isotonicidad.

Las sustancias auxiliares adecuadas incluyen, por ejemplo, acetato sédico, cloruro sédico, lactato sédico, cloruro
potasico, cloruro calcico, y otras sustancias usadas para producir tampén fosfato, tampon Tris, y tampon
bicarbonato. Las sustancias auxiliares también pueden incluir conservantes, tales como timerosal, m- u o-cresol,
formalina y alcohol benzol. Las composiciones de la presente invencion pueden esterilizarse por métodos
convencionales y/o liofilizarse.

Un tipo de vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye una formulacion de liberacion controlada que es capaz de
liberar lentamente una composicién de la presente invencidon en un paciente o cultivo. Como se usa en este
documento, una formulacion de liberacion controlada comprende un compuesto de la presente invencion (por
ejemplo, un homologo de la proteina, un farmaco, una molécula de acido nucleico) en un vehiculo de liberacion
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controlada. Los vehiculos de liberacién controlada adecuados incluyen, aunque sin limitacion, polimeros
biocompatibles, otras matrices poliméricas, capsulas, microcapsulas, microparticulas, preparaciones en bolo,
bombas osmdticas, dispositivos de difusion, liposomas, lipoesferas, y sistemas de suministro transdérmico. Otros
vehiculos de la presente invencion incluyen liquidos que, tras la administracién a un paciente, forman un soélido o un
gel in situ. Los vehiculos preferidos también son biodegradables (es decir, bioerosionables). Cuando el compuesto
es una molécula de é&cido nucleico recombinante, los vehiculos adecuados de suministro incluyen, aunque sin
limitacion, liposomas, vectores viricos y otros vehiculos de suministro, incluyendo ribozimas. Los vehiculos de
suministro que contienen lipidos naturales incluyen células y membranas celulares. Los vehiculos de suministro que
contienen lipidos artificiales incluyen liposomas y micelas. Un vehiculo de suministro de la presente invencion puede
modificarse para dirigirse a un sitio particular en un paciente, abordando de ese modo y haciendo uso de un
compuesto de la presente invencion en ese sitio. Modificaciones adecuadas incluyen la manipulacién de la formula
quimica de la parte lipidica del vehiculo de suministro y/o la introduccion en el vehiculo de un agente de
direccionamiento capaz de dirigir especificamente un vehiculo de suministro a un sitio preferido, por ejemplo, un tipo
celular preferido. Otros vehiculos de suministro adecuados incluyen particulas de oro, conjugados moleculares de
poli-L-lisina/ADN, y cromosomas artificiales.

Un vehiculo farmacéuticamente aceptable que tiene capacidad de direccionamiento se menciona en este documento
como un "vehiculo de suministro”. Los vehiculos de suministro de la presente invencion son capaces de suministrar
una composicion de la presente invencién a un sitio diana en un paciente. Un "sitio diana" se refiere a un sitio en un
paciente en el cual se desea suministrar una composicion. Por ejemplo, un sitio diana puede ser cualquier célula que
sea abordada por inyecciéon o suministro directo usando liposomas, vectores viricos u otros vehiculos de suministro,
incluyendo ribozimas y anticuerpos. Ejemplos de vehiculos de suministro incluyen, aunque sin limitacion, vehiculos
de suministro que contienen lipidos artificiales y naturales, vectores viricos, y ribozimas. Los vehiculos de suministro
que contienen lipidos naturales incluyen células y membranas celulares. Los vehiculos de suministro que contienen
lipidos artificiales incluyen liposomas y micelas. Un vehiculo de suministro de la presente invencion puede
modificarse para dirigirse a un sitio particular en un sujeto, dirigiendo de ese modo y haciendo uso de un compuesto
de la presente invencion en ese sitio. Las modificaciones adecuadas incluyen manipulacién de la férmula quimica de
la parte lipidica del vehiculo de suministro y/o la introduccién en el vehiculo de un compuesto capaz de dirigir
especificamente un vehiculo de suministro a un sitio preferido, por ejemplo, un tipo celular preferido, tal como una
célula tumoral. Especificamente, direccionamiento se refiere a causar que el vehiculo de suministro se una a una
célula particular mediante la interaccion del compuesto en el vehiculo con una molécula sobre la superficie de la
célula. Los compuestos de direccionamiento adecuados incluyen ligandos capaces de unirse selectivamente (es
decir, especificamente) a otra molécula en un sitio particular. Ejemplos de dichos ligandos incluyen anticuerpos,
antigenos, receptores y ligandos de receptores. La manipulacién de la férmula quimica de la parte lipidica del
vehiculo de suministro puede modular el direccionamiento extracelular o intracelular del vehiculo de suministro. Por
ejemplo, puede afadirse un agente quimico a la férmula lipidica de un liposoma que altera la carga de la bicapa
lipidica del liposoma de modo que el liposoma se fusione con células particulares que tienen caracteristicas
particulares de carga.

Otro vehiculo de suministro comprende un vector virico. Un vector virico incluye una molécula aislada de acido
nucleico util en la presente invencion, en que las moléculas de acido nucleico se empaquetan en una cubierta virica
que permite la entrada del ADN en una célula. Pueden usarse varios vectores viricos incluyendo, aunque sin
limitacion, aquellos basados en alfavirus, poxvirus, adenovirus, herpesvirus, lentivirus, virus adenoasociados y
retrovirus.

Una realizacion de la presente invencion es el uso de los homologos de CystC descritos en este documento, solos o
en una composicion para la regulacion de la actividad de TGF- incluyendo la inhibicién de la actividad de TGF-B. En
realizaciones donde se inhibe la actividad de TGF-B, dichos métodos pueden ampliarse a métodos para inhibir
neoplasias tumorales (incluyendo neoplasias metastasicas) o una afeccidon o enfermedad proliferativa o fibrética, y
particularmente neoplasias tumorales o afecciones o enfermedades proliferativas o fibréticas que estan mediadas al
menos en parte por la expresion o actividad de TGF-B, y/o por la regulacion por catepsina B de la expresiéon o
actividad de TGF-f. Los métodos que implican la inhibiciéon de la actividad de TGF- generalmente comprenden la
administracion a un paciente o, como alternativa, el contacto de una célula (aislada o in vivo), con homdlogo de
Cistatina C que tiene actividad biolégica de Cistatina C o con una composicidon que comprende dichos agentes.
Cuando la célula es una célula tumoral o el paciente tiene cancer, el agente se administra preferiblemente en una
cantidad eficaz para inhibir la actividad bioldgica de la actividad de TGF-f en la célula tumoral o en el microentorno
de la célula tumoral.

Una composicion que incluye un compuesto o agente regulador o proteina de la invencidon puede suministrarse a un
cultivo celular o paciente mediante cualquier método adecuado. La seleccion de dicho método variara con el tipo de
compuesto que se esta administrando o suministrando (es decir, homélogo de la proteina, acido nucleico), el modo
de suministro (es decir, in vitro, in vivo, ex vivo) y el objetivo a conseguir mediante la administracién/suministro del
compuesto o composicion. De acuerdo con la presente invencion, un protocolo eficaz de administracion (es decir,
administracion de una composicion de un modo eficaz) comprende pardmetros adecuados de dosis y modos de
administracion que provocan el suministro de una composicion a un sitio deseado.
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Las vias de administracion incluyen vias in vivo, in vitro, y ex vivo. Las vias in vivo incluyen, aunque sin limitacion,
administracion intravenosa, administracion intraperitoneal, administraciéon intramuscular, administracion intranodal,
administracion intracoronaria, administracion intraarterial (por ejemplo, en una arteria carétida), administracion
subcutanea, suministro transdérmico, administracion intratraqueal, administracién subcutanea, administracion
intraarticular, administracién intraventricular, inhalacion (por ejemplo, aerosol), administracion intracraneal,
intraespinal, intraocular, aural, intranasal, oral, pulmonar, impregnacion de un catéter, e inyeccién directa en un
tejido. En una realizacién preferida de la presente invencién, se administra una composicion mediante una via
parenteral (por ejemplo, via subcutanea, intradérmica, intravenosa, intramuscular e intraperitoneal). Las
administraciones intravenosas, intraperitoneales, intradérmicas, subcutaneas e intramusculares pueden realizarse
usando métodos convencionales en la técnica. El suministro aural puede incluir gotas para los oidos, el suministro
intranasal puede incluir gotas para la nariz o inyeccién intranasal, y el suministro intraocular puede incluir colirios. El
suministro por aerosol (inhalacién) también puede realizarse usando métodos convencionales en la técnica (véase,
por ejemplo, Stribling et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 189:11277-11281, 1992, que se incorpora en este documento
por referencia en su totalidad). EI suministro oral puede realizarse formando complejos de una composicion
terapéutica de la presente invencidn con un vehiculo capaz de soportar la degradacion por las enzimas digestivas en
el intestino de un animal. Ejemplos de dichos vehiculos, incluyen capsulas de plastico o comprimidos, tales como los
conocidos en la técnica. Las técnicas de inyeccion directa son particularmente utiles para suprimir el rechazo de
injertos, por ejemplo, inyectando la composicién en el tejido trasplantado, o para la administracion especifica de sitio
de un compuesto, tal como en el sitio de un tumor.

Ex vivo se refiere a realizar parte de la etapa reguladora fuera del paciente, tal como transfectando una poblacion de
células retirada de un paciente con una molécula recombinante que comprende una secuencia de acido nucleico
que codifica una proteina de acuerdo con la presente invencion en condiciones tales que la molécula recombinante
se expresa posteriormente por la célula transfectada, y devolviendo las células transfectadas al paciente. Las vias
de administracion in vivo y ex vivo de una composicion a un cultivo de células hospedadoras pueden conseguirse
por un método que incluye, aunque sin limitacion, transfeccion, transformacion, electroporacion, microinyeccion,
lipofeccion, adsorcion, fusidn de protoplasto, uso de agentes de transporte de proteinas, uso de agentes de
transporte de iones, uso de detergentes para permeabilizaciéon, y mezcla simple (por ejemplo, combinacién) de un
compuesto en cultivo con una célula diana y/o proteina diana.

Diversos métodos de administracion y vehiculos de suministro descritos en este documento han demostrado ser
eficaces para el suministro de una molécula de acido nucleico a una célula diana, mediante lo cual la molécula de
acido nucleico transfectaba la célula y se expresaba. En muchos estudios, se consiguié suministro y expresion
satisfactoria de un gen heterélogo en tipos celulares preferidos y/o usando vehiculos preferidos de suministro y vias
de administracion de la presente invencion.

Por ejemplo, el uso del suministro en liposomas, patente de Estados Unidos n.° 5.705.151, expedida el 6 de enero
de 1998, de Dow et al. demostré el suministro intravenoso satisfactorio in vivo de una molécula de acido nucleico
que codifica un superantigeno y una molécula de &cido nucleico que codifica una citoquina en un vehiculo de
suministro de liposoma cationico, mediante lo cual se expresaron las proteinas codificadas en tejidos del animal, y
particularmente en tejidos pulmonares. Ademas, Liu et al., Nature Biotechnology 15:167, 1997, demostraron que el
suministro intravenoso de liposomas catidnicos que contienen colesterol que contienen genes abordaban
preferentemente tejidos pulmonares y mediaban de forma eficaz la transferencia y expresion de los genes in vivo.
Varias publicaciones de Dzau y colaboradores demuestran el suministro in vivo y expresion satisfactorios de un gen
en células del corazén, incluyendo miocitos cardiacos y fibroblastos y células de musculo liso vascular usando tanto
ADN desnudo como suministro por liposoma de virus hemaglutinante de Jap6n, administrados tanto por incubacién
dentro del pericardio como por infusién en una arteria coronaria (suministro intracoronario) (véase, por ejemplo, Aoki
et al., 1997, J. Mol. Cell, Cardiol. 29:949-959; Kaneda et al., 1997, Ann N.Y. Acad. Sci. 811:299-308; y von der Leyen
et al., 1995, Proc Natl Acad Sci USA 92:1137-1141).

El suministro de numerosas secuencias de acido nucleico se ha conseguido mediante la administracion de vectores
viricos que codifican las secuencias de acido nucleico. Usando dichos vectores, se ha conseguido el suministro y
expresion satisfactorios usando suministro ex vivo (véase, de muchos ejemplos, el vector retrovirico; Blaese et al.,
1995, Science 270:475-480; Bordignon et al., 1995, Science 270:470-475), administracion nasal (vector asociado a
CFTR-adenovirus), administraciéon intracoronaria (vector adenovirico y virus hemaglutinante de Japén, véase
anteriormente), administracion intravenosa (vector virico adenoasociado; Koeberl et al., 1997, Proc Natl Acad Sci
USA 94:1426-1431). Una publicacién de Maurice et al. (1999, J. Clin. Invest. 104:21-29) demostré que un vector
adenovirico que codifica un receptor B2 adrenérgico, administrado por suministro intracoronario, provocaba
expresion en miocardio multicamara difusa del gen in vivo, y posteriores aumentos significativos en la funcién
hemodinamica y otros parametros fisioldgicos mejorados. Levine et al., describen el suministro y expresion in vitro,
ex vivo e in vivo de un gen a adipocitos humanos y adipocitos de conejo usando un vector adenovirico e inyeccion
directa de las construcciones en tejido adiposo (Levine et al., 1998, J. Nutr. Sci. Vitaminol. 44:569-572).

En el area de suministro génico neuronal, se ha informado de multiples transferencias génicas in vivo satisfactorias.

Millecamps et al., informaron del direccionamiento de vectores adenoviricos a neuronas usando elementos
potenciadores restrictivos de neuronas colocados cadena arriba del promotor para el transgén (promotor de
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fosfoglicerato). Dichos vectores se administraron a ratones y ratas por via intramuscular e intracerebral,
respectivamente, provocando transfeccion y expresion especifica neuronal satisfactoria del transgén in vivo
(Millecamps et al., 1999, Nat. Biotechnol. 17:865-869). Como se ha analizado anteriormente, Bennett et al.
informaron del uso de vector virico adenoasociado para suministrar y expresar un gen por inyeccion subretiniana en
la retina neural in vivo durante mas de 1 afio (Bennett, 1999, ibid.).

El suministro génico a células de revestimiento sinovial y articulaciones articuladas ha obtenido éxitos similares.
Oligino y colaboradores informan del uso de un vector virico del herpes simple que es deficiente para los genes
tempranos inmediatos, ICP4, 22 y 27, para suministrar y expresar dos receptores diferentes en células de
revestimiento sinovial in vivo (Oligino et al., 1999, Gene Ther. 6:1713-1720). Los vectores de herpes se
administraron por inyeccion intraarticular. Kuboki et al. usaron transferencia génica mediada por vector adenovirico e
inyeccion intraarticular para expresar de forma satisfactoria y especifica un gen en las articulaciones
temporomandibulares de cobayas in vivo (Kuboki et al., 1999, Arch. Oral. Biol. 44:701-709). Apparailly y
colaboradores administraron de forma sistémica vectores adenoviricos que codificaban IL-10 a ratones y
demostraron expresion satisfactoria del producto génico y profundos efectos terapéuticos en el tratamiento de artritis
inducida de forma experimental (Apparailly et al., 1998, J. Immunol. 160:5213-5220). En otro estudio, se usé el
vector retrovirico basado en virus de leucemia murina para suministrar (por inyeccion intraarticular) y expresar un
gen de hormona de crecimiento humana tanto ex vivo como in vivo (Ghivizzani et al., 1997, Gene Ther. 4:977-982).
Este estudio demostré que la expresion por transferencia génica in vivo era al menos equivalente a la de la
transferencia génica ex vivo. Como se ha analizado anteriormente, Sawchuk et al. han informado del suministro
satisfactorio con vector adenovirico in vivo de un gen por inyeccion intraarticular, y expresion prolongada del gen en
el sinovio por pretratamiento de la articulacion con anticuerpo monoclonal antirreceptor de células T (Sawchuk et al.,
1996, ibid). Finalmente, se aprecia que la transferencia génica ex vivo de antagonista del receptor de interleuquina-1
humano usando un retrovirus ha producido expresion intraarticular de alto nivel y eficacia terapéutica en el
tratamiento de la artritis, y ahora esta entrando en ensayos de terapia génica humana aprobados por la FDA (Evans
y Robbins, 1996, Curr. Opin. Rheumatol. 8:230-234). Por lo tanto, el estado de la técnica en terapia génica ha
conducido a la FDA a considerar la terapia génica humana una estrategia apropiada para el tratamiento de al menos
la artritis. Tomados en conjunto, todos los estudios anteriores en terapia génica indican que el suministro y expresion
de una molécula de acido nucleico recombinante de acuerdo con la presente invencion es factible.

Otro método de suministro de moléculas recombinantes es en un vehiculo no de direccionamiento (por ejemplo,
como moléculas de ADN "desnudo", tal como se muestra, por ejemplo, en Wolff et al., 1990, Science 247, 1465-
1468). Dichas moléculas de acido nucleico recombinantes se inyectan tipicamente por administracion directa o
intramuscular. Las moléculas de acido nucleico recombinantes a administrarse por administracion de ADN desnudo
incluyen una molécula de acido nucleico aislada de la presente invencion, y preferiblemente incluye una molécula
recombinante de la presente invencion que preferiblemente es competente en la replicaciéon, o amplificacién de otro
modo. Un reactivo de acido nucleico desnudo de la presente invencion puede comprender una o mas moléculas de
acido nucleico de la presente invencion incluyendo una molécula recombinante bicistronica. El suministro de acido
nucleico desnudo puede incluir las vias de administracion intramuscular, subcutanea, intradérmica, transdérmica,
intranasal y oral, siendo la mas preferida la inyeccion directa en el tejido diana. Una dosis Unica preferida de una
vacuna de acido nucleico desnudo varia de aproximadamente 1 nanogramo (ng) a aproximadamente 100 g,
dependiendo de la via de administracion y/o método de suministro, como puede determinarse por los expertos en la
materia. Los métodos adecuados de suministro incluyen, por ejemplo, por inyeccién, como gotas, en forma de
aerosol y/o topica. En una realizacion, las construcciones de ADN puro cubren la superficie de particulas de oro (1 a
3 ym de diametro) y se impulsan en células cutaneas o musculo con una "pistola génica".

En el método de la presente invencion, las composiciones terapéuticas pueden administrarse a cualquier miembro
de la clase vertebrados, Mammalia, incluyendo aunque sin limitacién, primates, roedores, ganado bovino y mascotas
domésticas. Los pacientes preferidos a proteger son los seres humanos. De acuerdo con la presente invencion, un
tamafio de dosis individual adecuado de un compuesto o composicion es una dosis que escapa de regular la
actividad bioldgica deseada, cuando se administra una o0 mas veces sobre un periodo de tiempo adecuado. Las
dosis pueden variar dependiendo del objetivo de la administracion o la afeccién o la enfermedad que se esta
tratando. Preferiblemente, una proteina o anticuerpo de la presente invencién se administra en una cantidad que es
entre aproximadamente 50 U/kg y aproximadamente 15.000 U/kg de peso corporal del paciente. En otra realizacion,
se administra una proteina o anticuerpo en una cantidad que es entre aproximadamente 0,01 pg y aproximadamente
10 mg por kg de peso corporal del paciente, y mas preferiblemente, entre aproximadamente 0,1 pg y
aproximadamente 100 pg por kg de peso corporal del paciente. Cuando el compuesto a suministrar es una molécula
de acido nucleico, una dosis individual apropiada produce al menos aproximadamente 1 pg de proteina expresada
por mg de proteina de tejido total por ug de acido nucleico suministrado. Mas preferiblemente, una dosis individual
apropiada es una dosis que produce al menos aproximadamente 10 pg de proteina expresada por mg de proteina
de tejido total por ug de acido nucleico suministrado; e incluso mas preferiblemente, al menos aproximadamente 50
pg de proteina expresada por mg de proteina de tejido total por pg de &cido nucleico suministrado; y mucho més
preferiblemente, al menos aproximadamente 100 pg de proteina expresada por mg de proteina de tejido total por pug
de acido nucleico suministrado. Una dosis individual preferida de una vacuna de acido nucleico desnudo varia de
aproximadamente 1 nanogramo (ng) a aproximadamente 100 ug, dependiendo de la via de administracion y/o
método de suministro, como puede determinarse por los expertos en la materia. Los métodos adecuados de
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suministro incluyen, por ejemplo, por inyeccion, como gotas, en forma de aerosol y/o tépica. En una realizacion, las
construcciones de ADN puro cubren la superficie de particulas de oro (1 a 3 ym de diametro) y se impulsan en
células cutaneas o musculo con una "pistola génica". Sera obvio para un experto en la materia que la cantidad de
dosis administrada a un paciente depende del objetivo de la administracion (por ejemplo, el grado de la enfermedad
o afeccion a tratarse y la respuesta de un paciente individual al tratamiento).

Como se usa en este documento, la expresién "protegido de una enfermedad"” se refiere a reducir los sintomas de la
enfermedad; reducir la aparicion de la enfermedad, y/o reducir la gravedad de la enfermedad. Proteger a un paciente
puede referirse a la capacidad de una composicion de la presente invencion, cuando se administra a un paciente, de
prevenir la aparicion de una enfermedad y/o curar o aliviar los sintomas, signos o causas de la enfermedad. Por
tanto, proteger a un paciente de una enfermedad incluye tanto prevenir la aparicion de la enfermedad (tratamiento
profilactico) como tratar a un paciente que tiene una enfermedad (tratamiento terapéutico) para reducir los sintomas
de la enfermedad. En particular, proteger a un paciente de una enfermedad o potenciar otra terapia (por ejemplo,
trasplante) se consigue regulando una actividad dada de modo que se obtenga un efecto beneficioso. Un efecto
beneficioso puede evaluarse faciimente por un experto en la materia y/o por un clinico cualificado que esta tratando
al paciente. El término "enfermedad" se refiere a cualquier desviacién de la salud normal de un mamifero e incluye
un estado en que estan presentes sintomas de enfermedad, asi como afecciones en que ha sucedido una
desviacion (por ejemplo, infeccion, mutacion génica, defecto genético, etc.), pero aun no se han manifestado
sintomas.

Mas especificamente, una composiciéon de la presente descripcion que comprende un homoélogo de CystC, u otro
compuesto relacionado, cuando se administra a un animal por el método de la presente invencion, preferiblemente
produce un resultado que puede incluir el alivio de la enfermedad (por ejemplo, reduccién de al menos un sintoma o
manifestacion clinica de la enfermedad), eliminacion de la enfermedad, reduccién de un tumor o lesién asociado con
la enfermedad, eliminacién de un tumor o lesién asociado con la enfermedad, prevencion o alivio de una enfermedad
secundaria resultante de la aparicién de una enfermedad primaria (por ejemplo, cancer metastasico resultante de un
cancer primario), prevencion de la enfermedad, y estimulacién de inmunidad de células efectoras contra la
enfermedad. Las composiciones de la presente invencidon son eficaces para regular la actividad de TGF- y/o
catepsina B y de ese modo regular los efectos, corriente abajo de dichas actividades, y mas particularmente, para
mejorar la respuesta terapéutica a neoplasias humanas, asi como una diversidad de enfermedades proliferativas y
fibréticas reguladas por TGF-f.

Los canceres a tratarse o prevenirse usando los métodos y composiciones de la presente invencién incluyen,
aunque sin limitacion, melanomas, carcinoma de células escamosas, canceres de mama, carcinomas de cabeza y
cuello, carcinomas de tiroides, sarcomas de tejido blando, sarcomas de hueso, canceres testiculares, canceres
prostaticos, canceres de ovario, canceres de vejiga, canceres de piel, canceres cerebrales, angiosarcomas,
hemangiosarcomas, tumores de mastocitos, canceres hepaticos primarios, canceres pulmonares, canceres
pancreaticos, canceres gastrointestinales, carcinomas de células renales, neoplasias hematopoyéticas, y canceres
metastasicos de los mismos. Una composicion terapéutica de la presente invencion es util para inhibir la neoplasia
tumoral inhibiendo (i) la invasion mediada por catepsina B, (ii) la activacion de TGF-B mediada por catepsina B, y/o
(iii) la transduccion de sefales de TGF-B. Preferiblemente, el uso de homodlogos de CystC de acuerdo con la
presente invencién en un animal que tiene o esta en riesgo de desarrollar cancer produce un resultado seleccionado
del grupo de alivio del cancer, prevencion de cancer metastasico, o prevencion del cancer primario. En una
realizacion, el uso de CystC y compuestos relacionados es particularmente deseable para el tratamiento de cancer
metastasico o cancer que es cancer en fase tardia.

Las afecciones o enfermedades proliferativas o fibréticas mediadas al menos en parte por la expresiéon o actividad
de TGF-B que pueden tratarse o prevenirse usando los métodos y composiciones de la presente invencién incluyen,
aunque sin limitacion, fibrosis (renal, hepatica, pulmonar, etc.), curaciéon o cicatrizacion excesiva de heridas,
hipertension, y rechazo de trasplante de érganos (es decir, se han asociado altos niveles de TGF- con rechazo).

Ciertas enfermedades y afecciones se han asociado con niveles aumentados de CystC y dichas enfermedades y
afecciones también pueden tratarse regulando la actividad de CystC como se describe en este documento. Dichas
enfermedades incluyen, aunque sin limitacion, enfermedades neurodegenerativas, artritis reumatoide y afecciones
asociadas con dolor persistente.

La presente descripcion también se refiere a un método para identificar un compuesto regulador que regule la
actividad de TGF-f3, adecuadamente, que es un antagonista de TGF-. Mas preferiblemente, el compuesto tiene la
capacidad de inhibir la estimulacién por TGF-f de eventos metastasicos de inicio, incluyendo polarizacién celular
disminuida, contacto célula-célula reducido, y elevada invasién y migracion celular. EI compuesto también puede
tener la capacidad de regular la actividad de catepsina B (por ejemplo, un homologo de CystC), pero dicha actividad
no es necesaria del compuesto de la presente invencion.

También se describe un método que incluye las etapas de: (a) disefiar o identificar un compuesto antagonista

putativo basado en la estructura de Cistatina C (por ejemplo, la estructura primaria o terciaria); (b) sintetizar el
compuesto; y (c) seleccionar compuestos de (b) que inhiban la actividad biolégica de TGF-B. La Cistatina C puede
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incluir Cistatina C de cualquier especie animal, pero es preferiblemente Cistatina C humana. En esta realizacion, la
estructura de Cistatina C puede incluir la estructura lineal o primaria, asi como la estructura terciaria. La Cistatina C
humana se ha cristalizado y se ha determinado la estructura, y se encuentran las coordenadas atdmicas para la
estructura terciaria de Cistatina C en el n.° de acceso a la base de proteinas 1G96 (descrito en y depositado por
Janowski et al., Nat. Struct. Biol. 8(4):316-320, 2001), incorporado en este documento por referencia en su totalidad.
Las siguientes publicaciones, también describen la estructura de CystC o cistatina: Ekiel et al., J. Mol. Biol.
271(2):266-277, 1997; Bode et al.,, EMBO J. 7(8):2593-2599, 1988; y Kozak et al., Acta Crystallog. D Biol. Crystallog
55(11):1939-1942, 1999. La secuencia primaria o lineal de CystC de diversas especies animales se ha divulgado y
descrito anteriormente, incluyendo diversa informacion respecto a la relacion de la estructura a la funcion de la
secuencia lineal.

Teniendo las coordenadas atémicas que definen la estructura terciaria de la proteina CystC, se puede producir una
representacion o modelo de la estructura tridimensional de una proteina CystC, tal como un modelo informatico. Un
modelo informatico de la presente invencién puede producirse usando cualquier programa de software adecuado
incluyendo, aunque sin limitacion, MOLSCRIPT 2.0 (Avatar Software AB, Heleneborgsgatan 21C, SE-11731
Estocolmo, Suecia), el programa de representacion grafica O (Jones et. al., Acta Crystallography, vol. A47, pag. 110,
1991), el programa de representacion grafica GRASP, o el programa de representacion grafica INSIGHT. El
hardware informatico adecuado util para producir una imagen de la presente invencion es conocido para los expertos
en la materia (por ejemplo, una estacion de trabajo Silicon Graphics).

Como se usa en este documento, el término "modelo" se refiere a una representacion en un medio tangible de la
estructura tridimensional de una proteina, polipéptido o péptido. Por ejemplo, un modelo puede ser una
representacion de la estructura tridimensional en un archivo electrénico, en una pantalla de ordenador, o un trozo de
papel (es decir, en un medio bidimensional), y/o en forma de una figura de bolas y varillas. Los modelos
tridimensionales fisicos son tangibles e incluyen, aunque sin limitacion, modelos de varillas y modelos de relleno de
espacio. Puede hacerse una imagen de un modelo, por ejemplo, en una pantalla de ordenador expresando (o
representando) y manipulando el modelo en una pantalla de ordenador usando un hardware informatico y tecnologia
de software apropiados conocidos para los expertos en la materia (por ejemplo, Evans y Sutherland, Salt Lake City,
Utah, y Biosym Technologies, San Diego, CA). Las imagenes y dibujos en pantalla de ordenador del modelo pueden
visualizarse en varios formatos incluyendo representaciones de relleno de espacio, trazos de carbono a, diagramas
de cintas y mapas de densidad de electrones.

Una representacion o modelo de la estructura tridimensional de una proteina CystC también puede determinarse
usando técnicas que incluyen remplazo molecular o SIR/MIR (remplazo isomorfo simple/multiple). Los métodos de
remplazo molecular son conocidos en lineas generales, por los expertos en la materia (descritos en lineas generales
en Brunger, Meth. Enzym., vol. 276, pag. 558-580, 1997; Navaza y Saludjian, Meth. Enzym., vol. 276, pag. 581-594,
1997; Tong y Rossmann, Meth. Enzym., vol. 276, pag. 594-611, 1997; y Bentley, Meth. Enzym., vol. 276, pag. 611-
619, 1997) y se realizan en un programa de software que incluye, por ejemplo, AmoRe (CCP4, Acta Cryst. D50, 760-
763 (1994)) o XPLOR. En resumen, se recogen datos de difraccion de rayos-X del cristal de una estructura diana
cristalizada. Los datos de difraccién de rayos-X se transforman para calcular una funcién de Patterson. La funcion de
Patterson de la estructura diana cristalizada se compara con una fraccion de Patterson calculada a partir de una
estructura conocida (mencionada en este documento como estructura de busqueda). La funcion de Patterson de la
estructura diana cristalizada se rota sobre la funciéon de Patterson de estructura de busqueda para determinar la
orientacion correcta de la estructura diana cristalizada en el cristal. Después se calcula la funciéon de traslado para
determinar la localizacién de la estructura diana con respecto a los ejes del cristal. Una vez se ha posicionado
correctamente la estructura diana cristalizada en la celda unitaria, pueden calcularse fases iniciales para los datos
experimentales. Estas fases son necesarias para el calculo de un mapa de densidad de electrones a partir del cual
pueden observarse diferencias estructurales y para el refinamiento de la estructura. Preferiblemente, las
caracteristicas estructurales (por ejemplo, secuencia de aminoacidos, enlaces disulfuro conservados, y hebras 8 o
laminas B) de la molécula de busqueda estan relacionadas con la estructura diana cristalizada.

El modelo de la estructura terciaria de la proteina CystC después puede usarse para disefiar o identificar
compuestos candidatos que sean antagonistas de TGF-f3, por ejemplo, de los que se predice que tienen otra
actividad biolégica CystC (por ejemplo, actividad inhibidora de cisteina proteasa). Dichos compuestos pueden
disefiarse usando disefio de farmacos basado en estructura, que se refiere a la prediccién de una conformacion de
un péptido, polipéptido, proteina, o interaccién conformacional entre un péptido o polipéptido, y un compuesto,
usando la estructura tridimensional del péptido, polipéptido o proteina. Tipicamente, el disefio de farmacos basado
en estructuras se realiza con un ordenador. Por ejemplo, en lineas generales, para que una proteina interaccione de
forma eficaz con (por ejemplo, se una a) un compuesto, es necesario que la estructura tridimensional del compuesto
asuma una conformacion compatible que permita que el compuesto se una a la proteina de tal modo que se obtenga
un resultado deseado tras la unién. El conocimiento de la estructura tridimensional de la proteina posibilita que un
experto en la materia disefie un compuesto que tenga dicha conformaciéon compatible, o seleccione dicho compuesto
a partir de bibliotecas disponible de compuestos.

La etapa de disefio de compuestos puede incluir crear un nuevo compuesto quimico o buscar bases de datos de
bibliotecas de compuestos conocidos (por ejemplo, un compuesto enumerado en una base de datos de exploracion
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en ordenador que contenga estructuras tridimensionales de compuestos conocidos). El disefio también puede
realizarse simulando compuestos quimicos que tengan restos sustitutos en ciertos elementos estructurales. La etapa
de disefio puede incluir seleccionar un compuesto quimico en base a una funcién conocida del compuesto. Una
etapa preferida de disefio comprende exploracién por ordenador de una o mas bases de datos de compuestos en
que la estructura tridimensional del compuesto es conocida y se hace interaccionar (por ejemplo, se ensambla,
alinea, acopla, interconecta) con la estructura tridimensional de un receptor de TGF-@3, por ejemplo, por ordenador
(por ejemplo, como se describe por Humblet y Dunbar, Animal Reports in Medicinal Chemistry, vol. 28, pag. 275-
283, 1993, M Venuti, ed., Academic Press). Los métodos para sintetizar compuestos quimicos adecuados son
conocidos para los expertos en la materia y dependen de la estructura del agente quimico que se esta sintetizando.
Los métodos para evaluar la bioactividad del compuesto sintetizado dependen de la bioactividad del compuesto (por
ejemplo, inhibidora o estimuladora) que se describe en este documento.

El disefio de farmacos basado en estructura comprende identificar un compuesto quimico que complemente la forma
de una proteina CystC o una parte de la misma (por ejemplo, la parte que interacciona con receptores de TGF-).
Dicho método se menciona en este documento como "enfoque geométrico". En un enfoque geométrico, se reduce la
cantidad de grados internos de libertad (y los correspondientes minimos locales en el espacio de conformacion
molecular) considerando solamente las interacciones geométricas (esfera dura) de dos cuerpos rigidos, donde un
cuerpo (el sitio activo) contiene "bolsillos" o "surcos" que forman sitios de unién para el segundo cuerpo (la molécula
de complementacion, tal como un ligando).

El enfoque geométrico se describe por Kuntz et al., J. Mol. Biol., vol. 161, pag. 269, 1982, que se incorpora por esta
referencia en este documento en su totalidad. El algoritmo para el disefio de compuestos quimicos puede
implementarse usando el programa de software DOCK Package, Versién 1.0 (disponible en la Regents of the
University of California). Segun el algoritmo de Kuntz, la forma de la cavidad o surco en la superficie de una
estructura en un sitio de unién o interfaz se define como una serie de esferas solapantes de diferentes radios.
Entonces se hace una busqueda en una o0 mas bases de datos existentes de datos cristalograficos (por ejemplo, el
Cambridge Structural Database System mantenido por el University Chemical Laboratory, Cambridge University,
Lensfield Road, Cambridge CB2 IEW, R.U.) o el Protein Data Bank mantenido por Brookhaven National Laboratory,
para compuestos quimicos que se aproximen a la forma asi definida. Los compuestos quimicos identificados por el
enfoque geométrico pueden modificase para satisfacer los criterios asociados con complementariedad quimica, tales
como enlace de hidrégenos, interacciones iénicas o interacciones de Van der Waals.

Un compuesto que se identifica por el método puede originarse a partir de un compuesto que tiene
complementariedad quimica y/o estereoquimica con CystC o una parte de la misma. Dicha complementariedad es
caracteristica de un compuesto que coindice con la estructura de la proteina en forma o en distribucion de grupos
quimicos y se une al receptor de TGF-B (por ejemplo, TBR-Il) para inhibir la unién de TGF-B y/o inhibir la
transduccion de sefiales celulares en una célula que expresa el receptor de TGF-. Un compuesto que se une a un
sitio de unidn de ligando del receptor de TGF-3 puede asociarse con una afinidad de al menos aproximadamente 10
6 M, con una afinidad de al menos aproximadamente 107 M, o con una afinidad de al menos aproximadamente 108
M. Los compuestos de la presente invencion pueden sintetizarse a partir de materiales de partida facilimente
disponibles. Diversos sustituyentes en los compuestos de la presente invencion pueden estar presentes en los
compuestos de partida, afadirse a uno cualquiera de los intermedios o afiadirse después de la formacion de los
productos finales por métodos conocidos de reacciones de sustitucién o conversion. Si los propios sustituyentes son
reactivos, entonces los sustituyentes pueden protegerse en si mismos de acuerdo con las técnicas conocidas en la
técnica. Se conoce una diversidad de grupos protectores en la técnica, y pueden emplearse. Ejemplos de muchos
de los posibles grupos pueden encontrare en: " Protective Groups in Organic Synthesis" de T. W. Green, John Wiley
and Sons, 1981, que se incorpora en este documento en su totalidad. Por ejemplo, pueden afiadirse grupos nitro por
nitracion y el grupo nitro puede convertirse en otros grupos, tal como amino por reduccion, y alogenacion por
diazotizacion del grupo amino y remplazo de grupo diazo con halégeno. Pueden afadirse grupos acilo por acilacién
de Friedel-Crafts. Los grupos acilo después pueden transformarse en los correspondientes grupos alquilo por
diversos métodos, incluyendo la reduccion de Wolff-Kishner y la reduccion de Clemmenson. Los grupos amino
pueden alquilarse para formar grupos mono y dialquilamino; y pueden alquilarse grupos mercapto e hidroxi para
formar correspondientes éteres. Los alcoholes primarios pueden oxidare mediante agentes de oxidacion conocidos
en la técnica para formar acidos carboxilicos o aldehidos, y los alcoholes secundarios pueden oxidarse para formar
cetonas. Por tanto, pueden emplearse reacciones de sustitucién o alteracién para proporcionar una diversidad de
sustituyentes en toda la molécula del material de partida, intermedios, o el producto final, incluyendo producto
aislado. Como los compuestos de la presente invencién pueden tener ciertos sustituyentes que estan
necesariamente presente, la introduccion de cada sustituyente depende, por supuesto, de los sustituyentes
especificos implicados y la quimica necesaria para su formacién. Por tanto, la consideracion del modo en que un
sustituyente se veria afectado por una reaccidén quimica cuando se forma un segundo sustituyente implicaria
técnicas familiares para los expertos en la materia. Esto dependeria adicionalmente del anillo implicado.

Debe entenderse que el alcance de esta invencion abarca no solamente los diversos isémeros que pueden existir
sino también las diversas mezclas de isémeros que pueden formarse.
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Si el compuesto de la presente invencidn contiene uno o mas centro quirales, el compuesto puede sintetizarse de
forma enantioselectiva o puede preparare o separarse una mezcla de enantidmeros y/o diasteredmeros. La
resolucion de los compuestos de la presente invencién, sus materiales de partida y/o los intermedios puede
realizarse por procedimientos conocidos, por ejemplo, como se describe en el compendio de cuatro volumenes
Optical Resolution Procedures for Chemical Compounds: Optical Resolution Information Center, Manhattan College,
Riverdale, N.Y. y en Enantiomers, Racemates and Resolutions, Jean Jacques, Andre Collet y Samuel H. Wilen; John
Wiley & Sons, Inc., Nueva York, 1981, que se incorporan en este documento en su totalidad. Basicamente, la
resolucion de los compuestos se basa en las diferencias en las propiedades fisicas de diastereémeros por union, ya
sea quimica o enzimaticamente, de un resto enantioméricamente puro que produce formas que son separables por
cristalizacién fraccionada, destilacion o cromatografia.

Cuando los compuestos de la presente invencidon contienen un resto de olefina y dicho resto de olefina puede estar
en configuracion cis o trans, los compuestos pueden sintetizarse para producir cis-o trans-olefina, selectivamente,
como productos predominantes. Como alternativa, el compuesto que contiene un resto de olefina puede producirse
como una mezcla de cis- y trans-olefinas, y separarse usando procedimientos conocidos, por ejemplo, por
cromatografia como se describe en W. K. Chan, et al., J. Am. Chem. Soc., 1974, 96, 3642.

En la etapa final del método, los compuestos identificados por el disefio basado en estructura o identificacion pueden
evaluarse para la bioactividad, y particularmente, la capacidad de regular la actividad de TGF-, y mucho mas
particularmente, para antagonizar la actividad de TGF-B, usando cualquiera de los métodos descritos en este
documento (anteriormente y a continuacion) e incluyen adicionalmente cualquier método conocido en la técnica de
evaluacion de la actividad de TGF-B. Dichos métodos incluyen, aunque sin limitacién, la detecciéon de la capacidad
del compuesto de unirse al receptor de TGF-B, y particularmente a TRR-Il, o la deteccion de la capacidad del
compuesto de inhibir la expresion génica sensible a TGF-, o la capacidad del compuesto de inhibir la malignidad e
invasion de células tumorales mediadas por TGF-£.

El método de identificacion de compuestos puede incluir las etapas de: (a) identificacion de proteinas que son
homalogos estructurales de Cistatina C; y (b) evaluacion de proteinas de (a) que son capaces de regular la actividad
biologica de TGF-f. Por ejemplo, puede evaluarse la capacidad de la proteina de (a) de unirse a un receptor de
TGF-B, tal como TPR-Il. Los métodos de produccion e identificacion de compuestos que son homdlogos
estructurales de CystC usando disefio informatico y el enfoque geométrico, por ejemplo, se han descrito en detalle
anteriormente. Dada la informacién estructural proporcionada en este documento y especialmente la informacion de
estructura a funciéon que correlaciona CystC con sus actividades bioldgicas, un experto en la materia también sera
capaz de producir homodlogos proteicos mas simples, incluyendo fragmentos, de CystC para su uso en esto
métodos. Los métodos para producir homoélogos proteicos de CystC se han descrito en detalle anteriormente, y
pueden identificarse simplemente y disefiarse por analisis de secuencia y selecciéon de modificaciones apropiadas
que puedan introducirse usando técnicas moleculares convencionales (por ejemplo, produccion recombinante de un
homologo o fragmento).

El método puede incluir las etapas de: (a) poner en contacto una célula que expresa un receptor de TGF-By Cistatina
C con un compuesto regulador putativo; (b) detectar la expresion de Cistatina C en la célula; y (c) comparar la
expresion de Cistatina C después del contacto con el compuesto con la expresion de Cistatina C antes del contacto
con el compuesto, donde la deteccidon de un cambio en la expresién de Cistatina C en las células después del
contacto con el compuesto en comparacion con antes del contacto con el compuesto indica que el compuesto es un
regulador putativo de TGF-f y la transduccién de sefiales de TGF-. Como alternativa, puede ponerse en contacto
una célula que expresa un receptor de TGF-f3 con TGF-B y un homdlogo putativo o mimético de CystC y determinar
si el homologo putativo o mimético de CystC regula la activacion del receptor de TGF-f3 por TGF-B. Pueden usarse
otras variaciones y combinaciones de TGF-, sus receptores, CystC y homdlogos de la misma en ensayos similares
para determinar la capacidad de compuestos reguladores candidatos de regular la actividad de TGF- de un modo
adecuado con la regulacion de la actividad de TGF-B por CystC de tipo silvestre. Los compuestos reguladores
putativos pueden afiadirse al sistema de ensayo antes de, simultdneamente con, o después de la adicién o provision
de otros compuestos en el ensayo (por ejemplo, células, TGF-B, CystC, etc.). Los ensayos descritos anteriormente
también pueden realizarse usando ensayos no basados en células, donde se evalla la capacidad de un compuesto
regulador de imitarla actividad biolégica de CystC de tipo silvestre y/o de regular especificamente las actividades
mediadas por TGF-B de un modo especifico de CystC (por ejemplo, por contacto de TGF-$ y/o su receptor, o CystC
y un receptor de TGF-, con un compuesto regulador putativo y evaluacion de la unién u otra actividad).

Como se usa en este documento, el término "putativo" o "candidato" se refiere a compuestos que tienen una
actividad reguladora desconocida, al menos con respecto a la capacidad de dichos compuestos de regular la
expresion de un gen o proteina o la actividad biolégica de una proteina como se describe en este documento. En el
método de identificacion de un compuesto regulador de acuerdo con la presente invencion, el método puede ser un
ensayo basado en células, o un ensayo no basado en células. De acuerdo con la presente invencion, se realiza un
ensayo basado en células en condiciones que son eficaces para detectar compuestos reguladores utiles en el
método de la presente invencién. Las condiciones eficaces incluyen, aunque sin limitacién, medios apropiados,
temperatura, pH y condiciones de oxigeno que permitan el crecimiento de las células,

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2576 195 T3

Las condiciones en las cuales se pone en contacto una proteina de acuerdo con la presente invencion con un
compuesto regulador putativo, tal como por mezcla, pueden ser condiciones en que la proteina no se estimula
(activa) si no hay esencialmente nada de compuesto regulador presente.

Como alternativa, las condiciones en las que una proteina de acuerdo con la presente invencién se pone en contacto
con un compuesto regulador putativo, tal como por mezcla, pueden se condiciones en que la proteina normalmente
se estimula (activa) si no hay esencialmente nada de compuesto regulador presente.

Los presentes métodos implican poner en contacto células con el compuesto que se esta ensayando durante un
tiempo suficiente para permitir la interaccién, activacion o inhibicién de la proteina por el compuesto. El periodo de
contacto con el compuesto que se esta ensayando puede variarse dependiendo del resultado que se esta midiendo,
y puede determinarse por un experto en la materia. Por ejemplo, para ensayos de union, tipicamente es adecuado
un tiempo mas corto de contacto con el compuesto que se estd ensayando, que cuando se evalua la activacion.
Como se usa en este documento, la expresién "periodo de contacto” se refiere al periodo de tiempo durante el cual
las células estan en contacto con el compuesto que se esta ensayando. La expresion "periodo de incubacion" se
refiere al tiempo completo durante el cual se permite que las células crezcan antes de la evaluacién, y puede incluir
el periodo de contacto. Por tanto, el periodo de incubacioén incluye todo el periodo de contacto y puede incluir un
periodo de tiempo adicional durante el cual el compuesto que se esta ensayando no esta presente, pero durante el
cual esta continuando el crecimiento (en el caso de un ensayo basado en células) antes de la valoracion.

El ensayo de la presente invencion también puede ser un ensayo no basado en células. En esta realizacion, el
compuesto regulador putativo puede ponerse en contacto directamente con una proteina aislada, o un componente
proteico (por ejemplo, una parte extracelular aislada de un receptor, o receptor soluble), y puede evaluarse la
capacidad del compuesto regulador putativo de unirse a la proteina o componente proteico, tal como por un
inmunoensayo u otro ensayo de union. El ensayo puede entonces incluir la etapa de analisis adicional de si los
compuestos reguladores putativos que se unen a una parte de la proteina son capaces de aumentar o disminuir la
actividad de la proteina. Dichas etapas adicionales pueden realizarse por ensayos basados en células, como se ha
descrito anteriormente, o por ensayos no basados en células.

Los métodos para evaluar cualquier compuesto identificado por cualquiera de los métodos descritos anteriormente
para su uso en cualquiera de los métodos de la invencion se han analizado en detalle en otra parte en este
documento. Los agonistas y antagonistas identificados por los métodos anteriores o cualquier otro método
adecuados son Utiles en una diversidad de métodos terapéuticos como se describe en este documento.

Se proporcionan los siguientes resultados experimentales con fines de ilustracién y no pretenden limitar el alcance
de la invencion.

Ejemplos
Se usaron los siguientes materiales y métodos en los siguientes Ejemplos 1-7.
Plasmidos de Cistatina C humana

Se sintetizd un vector retrovirico de CystC por amplificacion por PCR del ADNc de CystC humana de longitud
completa a partir de EST 4183311. El producto de PCR resultante se lanz6 a través del vector pcDNA3.1/Myc-His B
(InVitrogen) en sitios de restriccion Eco RI (extremo N-terminal) y Xho | (extremo C-terminal) para marcar de forma
terminal CystC humana con marcas Myc e (His)6. Después de ello, se amplificé por PCR el ADNc de CystC marcado
resultante usando oligonucleétidos que contenian sitios de restriccion Eco Rl (extremo N-terminal) y Xho | (extremo
C-terminal), y posteriormente se ligd en sitios idénticos inmediatamente cadena arriba del IRES en el vector
retrovirico bicistronico, pMSCV-IRES-GFP (42).

La sintesis de un vector retrovirico de A14CystC procedié por amplificaciéon por PCR del inserto de ADNc de
A14CystC contenido en pGEX-4T1 (véase a continuacion), que se lanzé a través del vector pSecTag B (InVitrogen)
en los sitios de restriccion Nco | (extremo N-terminal) y Bglll (extremo C-terminal). Esta etapa de clonacién marcé de
forma C-terminal el ADNc de A14CystC con las marcas Myc e (His)6, y también afiadio la secuencia lider de Ig a su
extremo N-terminal para permitir su secrecion cuando se expresan células de mamifero. El A14CystC marcado
resultante se amplificé por PCR usando oligonucleétidos que contenian los sitios de restriccion Hpa | (extremo N-
terminal) y Eco RI (extremo C-terminal) que facilité el ligamiento del fragmento de PCR en pMSCV-IRES-GFP.
Cuando se expresan células de mamifero, la proteina A14CystC era ligeramente mas grande que la de su
correspondiente CystC de tipo silvestre debido a aminoacidos N-terminales adicionales afiadidos a A14CystC por el
vector pSecTag.

Todos los insertos de ADNc de CystC y A14CystC se secuenciaron en su totalidad en una maquina de
secuenciacion de ADN Applied Biosystems 377A.
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Construccion y purificacion de proteina de fusion

Se sintetizd una proteina de fusiéon de CystC por amplificacion por PCR del ADNc del CystC humana de longitud
completa (menos su secuencia sefial) usando oligonucleétidos que contenian los sitios de restriccion Eco RI
(extremo N-terminal) y Xho | (extremo C-terminal). El fragmento de PCR resultante se subcloné en el extremo C-
terminal de glutation S-transferasa codificado por el vector de expresion bacteriana, pGEX-4T1 (Amersham
Pharmacia Biotech). Se realizé mutagénesis dirigida al sitio de GST-CystC para delecionar su motivo conservado
inhibidor de cisteina proteinasa (A14CystC; restos 80-93) usando el kit de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange
(Stratagene) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Todos los insertos de ADNc de fusion se
secuenciaron en su totalidad en una maquina de secuenciacién de ADN Applied Biosystems 377A.

La expresion y purificacion de diversas proteinas de fusion de GST a partir de E. coli transformada fue como se ha
descrito previamente (43).

Plasmido de TBR-II soluble

Se sintetiz6 un receptor de TGF-B tipo Il humano soluble (TBR-II) por amplificacién de PCR del dominio extracelular
de TBR-Il (sTBR-II; nucledtidos 72-516) usando oligonucledtidos que contenian los sitios de restriccion Kpn |
(extremo N-terminal) y Not | (extremo C-terminal). El producto de PCR resultante se ligd en los correspondientes
sitios en el vector pSecTag B, que marcé de forma C-terminal el ADNc de sTBR-Il con marcas Myc e (His)6 y afiadio
la secuencia lider de Ig en su extremo N-terminal. El sTBR-II resultante se secuencié en su totalidad en una maquina
de secuenciacién de ADN Applied Biosystems 377A.

Aislamiento e identificacion de CystC murina

Se cultivaron fibroblastos 3T3-L1 murinos en placas de 15 cm en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado con suero bovino fetal al 10 % hasta obtener una confluencia del 90 %. Las células después se
volvieron quiescentes por lavado extensivo en PBS, seguido por incubaciéon en DMEM sin suero durante 12 h a 37
°C. Las células 3T3-L1 quiescente se marcaron metabdlicamente con [35S] metionina en ausencia o presencia de
TGF-B1 (10 ng/ml) durante 12 h a 37 °C. Después de ello, se recogieron los medios virgen y condicionado con TGF-
B (10 placas/condicién), se aclararon por centrifugacion, y se concentraron inicialmente hasta ~3 ml en un
concentrador Amicon (MWC de 1000 Da) y finalmente mediante precipitacion con acido tricloroacético/desoxicolato.
Los sedimentos proteicos resultantes se resuspendieron, neutralizaron, y precipitaron con acetona antes de su
resuspension en tampon de enfoque isoeléctrico (urea 8 M, CHAPS al 4 %, DTT 10 mM, y 3-10 anfélitos al 0,2 %).
Se aplicaron muestras de proteina a tiras de enfoque isoeléctrico de pH 3-10 de 11 cm y se revelaron de acuerdo
con las recomendaciones del fabricante (3 tiras/condicidon; Amersham Pharmacia Biotech). Las proteinas sometidas
a enfoque y su eléctrico después se fraccionaron a través de SDS-PAGE al 10 %, y posteriormente se transfirieron
de forma electroforética a Immobilon-P (Millipore). Las proteinas secretadas se visualizaron por tincion por
Coomassie y autorradiografia de las membranas secadas. Se escindi6é una proteina de ~18 kDa expresada de forma
diferencial que era evidente en medios condicionados con TGF-f de las membranas y se secuencié usando el kit de
secuenciacion Sequelon-AA (ABI).

Transferencia de Northern

Se incubaron células 3T3-L1 quiescentes en ausencia o presencia de TGF-B1 (5 ng/ml) durante 0-48 h, y
posteriormente se recogieron en reactivo RNAzol (Tel-Test) para aislar el ARN total. Después se sometieron a
electroforesis diez ug de ARN total a través de geles de agarosa/formaldehido al 1,2 % y se transfirieron a
membrana de nylon. EI ARN inmovilizado se sonde6 con una sonda de ADNc de CystC humana marcada con 32P
durante una h a 68 °C en ExpressHyb (Clontech). Después de ello, la membrana se lavé de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, y se visualizé6 el ARNm de Cistatina C por autorradiografia.

Serie de tumor

Se examinaron los efectos de la tumorigénesis sobre la expresion de CystC por hibridacion de una sonda de ADNc
de CystC humana de longitud completa radiomarcada con 32P a una serie de ADNc normal/de tumor humana
coincidente de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Clontech). Se visualizé expresion de CystC en tejidos
humanos normales y malignos por autorradiografia. Se desmont6 la serie de ADNc y se volvié a sondear con una
sonda de ADNc de ubiquitina marcada con 32P proporcionada por el fabricante. La expresion de CystC se normalizé
a la de ubiquitina, y se determiné la relacion de expresion de CystC entre pares individuales de tejido normal y
tumoral. Una relacién de 22 o <0,5 se consideré significativa.

Infecciones retroviricas
Se produjeron sobrenadantes retroviricos de control (es decir, pPMSCV-IRES-GFP), CystC o A14CystC por células

de empaquetamiento retrovirico EcoPac2 (Clontech) y se usaron para infectar fibroblastos 3T3-L1 murinos y células
de fibrosarcoma HY1080 humanas como se ha descrito previamente (42). Cuarenta y ocho horas después de la
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infeccion, se recogieron el 10 % superior de las células que expresaban GFP en un clasificador celular MoFlo
(Cytomation), y posteriormente se expandieron para producir poblaciones estables de células que expresaban
control, CystC, o A14CystC que tenian niveles equivalentes de GFP a una tasa de positividad de >90 %.

Transferencia de Western

Se recogieron medios condicionados (2 ml) de células 3T3-L1 que expresaban de forma estable GFP, CystC o
A14CystC, se aclararon por centrifugacion, y se centrifugaron por precipitacion con acido
tricloroacético/desoxicolato. Las proteinas se fraccionaron a través de un gel de SDS-PAGE al 12 % vy
posteriormente se transfirieron de forma electroforética a nitrocelulosa. La membrana se sonded con anticuerpos
policlonales anti-CystC (1:1000, Upstate Biotechnology), y los inmunocomplejos resultantes se visualizaron por
quimioluminiscencia potenciada.

Ensayos de invasion

Se determiné el efecto de CystC y D14CystC sobre la invasion de células HT1080 y 3T3-L1 como se ha descrito
previamente (42). En resumen, se recubrieron las camaras superiores con 100 yl de Matrigel diluido (1:50 en medio
sin suero), que se dejo que se evaporara hasta sequedad durante una noche a temperatura ambiente. La siguiente
mafana se rehidrataron las mezclas de Matrigel y posteriormente se cultivaron con células HT1080 o 3T3-L1 que
expresaban control, CystC, o D14CystC a una densidad de 100.000 células/camara. Se estimuld la invasion celular
por adicion de suero al 2 % a las camaras inferiores. Cuarenta y ocho horas después, las células se lavaron dos
veces en PBS enfriado con hielo y se fijaron inmediatamente durante 15 min con etanol al 95 %. Las células que
quedaban en las camaras superiores se retiraron con un hisopo de algodén, mientras que aquellas que quedaban en
la camara inferior se tifieron con violeta cristal. La cuantificacion de células invasoras se determin6 a través de dos
medidas independientes, que produjeron resultados idénticos: (i) recuento manual en microscopio 6ptico, y (ii)
extraccion de colorante violeta cristal por incubacion de las membranas en acido acético al 10 %, seguido por
espectrofotometria a 590 nm.

En algunos experimentos, se examinaron los efectos de CystC recombinante y D14CystC sobre la invasion de
células 3T3-L1. Para hacer eso, se permitié que las células 3T3-L1 (100.000 células/camara) invadieran a través de
Matrigel en ausencia o presencia de 10 mg/ml de GST recombinante, GST-CystC, o D14CystC, junto con o sin 5
ng/ml de TGF-B1. Todos los procedimientos posteriores se realizaron como se ha descrito anteriormente.

Ensayos de gen indicador de luciferasa

Se realizé anadlisis de la actividad luciferasa dirigida por el indicador p3TP sintético ((26); proporcionado
generosamente por la Dra. Joan Massague, Sloan Kettering) como se ha descrito previamente (42). En resumen, se
cultivaron células 3T3-L1 o HT1080 que expresaban control, CystC o A14CystC en placas de 24 pocillos a una
densidad de 45.000 células/pocillo y se dejé que se adhirieran durante una noche. Las células se transfectaron de
forma transitoria la siguiente mafana por exposicién durante una noche a liposomas LT1 (Mirus) que contenian 300
ng/pocillo de p3TP luciferasa y 100 ng/pocillo de pCMV-B-gal. Después de ello las células se lavaron dos veces con
PBS y se estimularon durante una noche en medio sin suero con concentraciones crecientes de TGF-B1 como se
indica. La siguiente mafiana, se determinaron las actividades luciferasa y B-gal contenidas en extracto celulares
solubilizados con detergente.

En algunos experimentos, se determinaron los efectos de CystC recombinante y D14CystC sobre la actividad p3TP
luciferasa de células 3T3-L1. Para hacer eso, se transfectaron de forma transitoria células 3T3-L1 como
anteriormente, y posteriormente se estimularon con TGF-B1 (5 ng/ml) en ausencia o presencia de 10 mg/ml de GST
recombinante, GST-CystC, o D14CystC. Todos los procedimientos posteriores se realizaron como se ha descrito
anteriormente.

Ensayo de unién de radioligando de TGF-1 yodado y unién cruzada

Se sembraron células epiteliales Mv1Lu de pulmén de vison en placas de 6 pocillos y se cultivaron hasta confluencia
del 90 %. La unién de radioligando y union cruzada de TGF-1 yodado (200 pM) a células Mv1Lu en ausencia o
presencia de concentraciones crecientes de GST-Jun (1-79) o -CystC recombinante se realizé como se ha descrito
previamente (44). Después de ello, se aislaron complejos citoquina:receptor, contenidos en extractos de células
completas solubilizados con detergente por inmunoprecipitacion con anticuerpos anti-TBR-Il como se ha descrito
previamente (44). Se visualizd6 TGF-1 unido a TBR-1, TBR-Il, y TBR-IIl de superficie celular por exposicion de los
geles secos a un tamiz de fosforo que se reveld 1-3 dias después en un escaner molecular Dynamic Typhoon. El
TGF-B1 unido total se defini6 como la suma de intensidades de sefales para TGF-f1, unido de forma cruzada a
TBR-1, TBR-II, y TBR-IIl en cada condicién.
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Ensayo de unién de TGF-1 in vitro

Se sembraron células 293T de rifion humano en placas de 6 pocillos y se dejé que se adhirieran durante una noche.
Las células se transfectaron de forma transitoria la siguiente mafiana por exposicion durante una noche a liposomas
LT1 que contenian 1 pg/pocillo de sTRR-II, que codifica el dominio extracelular de TBR-II que esta marcado con Myc-
His en su extremo C-terminal, y posteriormente se colocaron en DMEM sin suero durante 24 h adicionales. Después
de ello se recogieron los medios condicionados y se aclararon de deshechos celulares por microcentrifugacion. Los
sobrenadantes aclarados resultantes se suplementaron con ['?%]TGF-B1, junto con o sin CystC recombinante (10
ug/ml), y posteriormente se volted durante 2 h a 4 °C. Después de ello, se aislaron los complejos TGF-B1:sTBR-II por
inmunoprecipitacion con anticuerpos monoclonales anti-Myc (1 ug/ml; Covance) y se fraccionaron a través de SDS-
PAGE al 12 %. Se visualizé TGF-B1 unido a sTRR-Il recombinante por una exposiciéon de 1-3 dias de los geles
secados a un tamiz de fésforo, que posteriormente se revelo en un escaner molecular Dynamic Typhoon.

Ejemplo 1

El siguiente ejemplo demuestra que TGF-B1 induce expresién de CystC en células 3T3-L1.

TGF-B gobierna los microentornos celulares regulando la expresion de fibroblastos y la secrecién de citoquinas,
factores de crecimiento, y proteinas ECM que alteran la supervivencia, proliferacién, y motilidad de células normales
y cancerosas. Para identificar proteinas secretoras de fibroblastos cuya expresion esté regulada por TGF-$, el
inventor recogioé, concentré y fracciond por electroforesis 2D proteinas presentes en medios virgenes y
condicionados con TGF-B de fibroblastos 3T3-L1 murinos. Las proteinas fraccionadas se inmovilizaron en
Immobilon-P, y se visualizaron por tincion con Coomassie y autorradiografia. Las proteinas expresadas de forma
diferencial reguladas por TGF- se escindieron y sometieron a secuenciacion de Edman. Los resultados mostraron
que una proteina altamente basica de ~18 kDa se inducia de forma prominente por TGF-§ (datos no mostrados). La
secuenciacion de Edman de esta proteina devolvié una secuencia de aminoacidos de (NH2)-ATPKQGPR-(COOH)
(posiciones 21-28 de la SEQ ID NO: 4), correspondiente a los restos 21-28 de CystC murina.

TGF-B ha demostrado previamente estimular la expresion del transcrito de CystC en células embrionarias murinas
(18). Para confirmar que la expresion de CystC estaba de hecho inducida por TGF-f y para establecer el mecanismo
para este efecto, se realizd analisis de transferencia de Northern sobre el ARN total aislado de células 3T3-L1
tratadas con TGF-B. Las células 3T3-L1 estimuladas con TGF-f sintetizan transcrito de CystC de un modo
dependiente del tiempo (datos no mostrados). Colectivamente, estos hallazgos establecen CystC como una
novedosa diana génica para TGF-f en células 3T3-L1, conduciendo finalmente a produccidon y secrecion
aumentadas de proteina CystC.

Ejemplo 2

El siguiente ejemplo muestra que la tumorigénesis altera la expresion de CystC en tejidos humanos.

La expresion alterada de CystC se ha asociado con el desarrollo de patologias humanas, particularmente cancer (3).
Para identificar canceres humanos potencialmente susceptibles a expresion alterada de CystC, se hibridd una sonda
de ADNc de CystC humana radiomarcada a una membrana dispuesta con ADNc normales/tumorales coincidentes
generados a partir de pacientes con cancer (datos no mostrados). La expresion de CystC se normalizé a la de
ubiquitina y se determinaron relaciones de expresion de CystC en tejido normal:tumoral. Relaciones =2 o <0,5 se
consideraron significativas. De los 68 pacientes inspeccionados, la expresion de CystC estaba alterada en el 65 %
(44/68) de los tumores, de los cuales el 84 % (37/44) mostraba regulacién negativa. Fue especialmente evidente una
expresion significativamente atenuada de CystC en cénceres de estomago (100 %; 8/8 casos), préstata (100 % 3/3
casos), utero (71 %; 5/7 casos), rifidn (60 %; 9/15 casos), recto (57 %; 4/7 casos), y colon (55 %; 6/11 casos). De
forma mas importante, la expresion de CystC era aberrante en el 69 % de neoplasias humanas metastasicas
(15/25), de las cuales el 73 % (11/15) mostré expresion de CystC regulada negativamente. Tomados juntos, estos
hallazgos apoyan la nocion de que CystC funciona de forma normal para suprimir la formacion de tumores, asi como
los procesos de invasion y metastasis.

Ejemplo 3

El siguiente ejemplo demuestra que CystC inhibe la invasion mediada por catepsina B en células HT1080.

Catepsina B es una cisteina proteinasa lisosémica que funciona en el catabolismo intracelular de proteinas, asi
como en la resorcidn 6sea, la activacion de hormonas y el procesamiento de antigeno (5). Durante la tumorigénesis,
las células cancerosas expresan una variante de corte y empalme de catepsina B cuyo producto proteico se secreta
al medio extracelular (5) y se localiza en el borde de avance de tumores invasivos (19), promoviendo de ese modo la
invasion y metastasis de células cancerosas. Sin embargo, recientes evidencias han cuestionado el papel de la
catepsina B intracelular frente a extracelular en la promocion de la invasion de células tumorales (20). Para distinguir
entre estas dos posibilidades, se infectaron células de fibrosarcoma HT1080 que expresan de forma estable el
receptor ecotrépico murino (21) con retrovirus de control (es decir, GFP), CystC, o A14CystC. Después de ello, se

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2576 195 T3

aislaron las células que expresaban GFP por citometria de flujo para establecer poblaciones policlonales estables de
células HT1080 que expresan control, CystC y A14CystC (datos no mostrados). El inventor eligié estudiar células
HT1080 porque son altamente invasivas, y porque expresan grandes cantidades de catepsina B secretada y de
forma comparable poca CystC (22). Por tanto, si la catepsina B extracelular media la invasion de célula HT1080, se
hipotetiza que la sobreexpresion de CystC secretada atenuaria su invasion a través de membranas basales
sintéticas.

En resumen, se permiti6 que células HT1080 que expresan GFP, CystC, o A14CystC invadieran a través de
membranas recubiertas con Matrigel durante 48 h. Los datos mostrados en la Fig. 1A son la media (+ ET) de tres
(A14CystC) y nueve (GFP y CystC) experimentos independientes presentados como el porcentaje de invasion
relativo a células HT1080 que expresan GFP (***, p < 0,05; ensayo T de Student).

Por consiguiente, la expresién de CystC inhibia significativamente la invasién de células HT1080 a través de
matrices Matrigel (Fig. 1A). En contraste, la expresion de A14CystC, que carece del motivo inhibidor de cisteina y
por tanto es incapaz de inactivar la catepsina B (23), no lograba afectar a la invasion de células HT1080 (Fig. 1A).
Ademas, el tratamiento de células HT1080 con el inhibidor Il de catepsina B impermeable a células (Calbiochem)
reducia significativamente su invasién a través de matrices Matrigel (en un 47,1 £ 8,5 %; n = 3, p < 0,05), mientras
que el tratamiento con el inhibidor de catepsina B permeable a células, CA-074ME (Calbiochem), no lograba afectar
a su capacidad de invasion (101,0 £ 5,6 % del control; n = 3).

Tomados juntos, estos hallazgos indican que la invasion de células HT1080 sucede en parte a través de las
actividades proteinasa de catepsina B no lisosémica extracelular. Estos hallazgos también sugieren que medidas
disefiadas para aumentar las concentraciones de CystC en microentornos tumorales anularian los efectos
oncogénicos de catepsina B.

Ejemplo 4

El siguiente ejemplo muestra que CystC inhibe la expresion del gen indicador sensible a TGF-f mediante un
mecanismo independiente de catepsina B en células HT1080.

Durante la tumorigénesis, TGF-B se convierte frecuentemente de un supresor en un promotor del crecimiento,
invasion y metéstasis de células cancerosas (17, 24). La estimulacion de células HT1080 con TGF-B no tuvo efectos
sobre la invasion a través de matrices Matrigel, ni sobre la expresion de CystC (datos no mostrados). Por tanto,
aunque TGF-p regula claramente la expresion de CystC en embriones murinos (18) y células 3T3-L1 (Ejemplo 1), el
acoplamiento de TGF- a la expresién de CystC en células HT1080 parece estar mal regulado. También se ha
informado de que CystC estimula la sintesis de ADN en fibroblastos Swiss 3T3 murinos normales y transformados
(10), y en células mesangiales de rata (11), y también inhibe la motilidad de células de melanoma (25). Sin embargo,
la sobreexpresion de CystC o A14CystC en células HT1080 no logré afectar a su sintesis de ADN y migracion a
fibronectina (datos no mostrados).

La expresién de catepsina B extracelular se ha vinculado a la activacién de TGF-( latente a partir de depdsitos ECM
inactivos (6, 7). El inventor, por lo tanto, hipotetizé que la expresion de CystC podria impactar sobre la sefalizacion
de TGF- mediante un mecanismo dependiente de catepsina B. Para ensayar esta hipdtesis, se midieron cambios
en la expresion de luciferasa dirigida por el gen indicador p3TP luciferasa sintético (26) en células HT1080 que
expresan control y CystC. En resumen, se transfectaron de forma transitoria células HT1080 que expresan GFP,
CystC o A14CystC con p3TP luciferasa y pCMV-B-gal. Los transfectantes se estimularon con concentraciones
crecientes de TGF-B1 (0-5 ng/ml) segun se indica, y posteriormente se procesaron para medir las actividades
luciferasa y B-gal. Los datos son la media (+ ET) de las actividades luciferasa de cuatro experimentos
independientes normalizados a células que expresan GFP no tratadas.

Como se muestra en la Fig. 1B, CystC inhibia significativamente la actividad luciferasa estimulada por TGF-( dirigida
por el promotor p3TP. Sorprendentemente, A14CystC era igual de eficaz que CystC en la inhibicion de la actividad
luciferasa estimulada por TGF- (Fig. 1B). Colectivamente, estos hallazgos identifican CystC como un novedoso
antagonista de la sefializacion de TGF-B, haciéndolo a través de una ruta independiente de catepsina B.

Ejemplo 5

El siguiente ejemplo muestra que CystC inhibe la invasion ténica y estimulada por TGF-8 en células 3T3-L1.

Se ha informado previamente que CystC regula la proliferacion (10, 11) y motilidad (25) celular. Similar a las células
HT1080, el inventor descubrié que CystC no lograba afectar a la sintesis de ADN de células 3T3-L1 y la migraciéon a
fibronectina (datos no mostrados). Sin embargo, el inventor ha descubierto que los fibroblastos 3T3-L1 invaden a
través de matrices Matrigel, y que TGF-f potencia su capacidad de hacerlo (véase a continuacion). Para determinar
los efectos de CystC sobre la capacidad de invasion de células 3T3-L1, se generaron poblaciones policlonales
estables de células 3T3-L1 que expresan GFP, CystC o A14CystC por infeccidn retrovirica bicistronica. En resumen,
se infectaron células 3T3-L1 murinas con retrovirus ecotropico que codificaba GFP (es decir, control), CystC o
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D14CystC. Los infectantes se clasificaron por FACS mediante la expresion de GFP (10 % superior) para producir
poblaciones policlonales estables de células 3T3-L1 que expresan control, CystC y D14CystC que tienen niveles
equivalentes de expresion de GFP a una tasa de positividad de 290 %. La inmunotransferencia de medio
condicionado con células 3T3-L1 con anticuerpos anti-CystC demostré que las células 3T3-L1 transducidas con
retrovirus de CystC o D14CystC secretan proteinas CystC recombinantes en el medio. Las lineas celulares 3T3-L1
resultantes tenian purezas del 90 % y expresaban GFP de forma indistinguible (datos no mostrados). Ademas, las
células 3T3-L1 infectadas con retrovirus de CystC o D14CystC expresaban y secretaban niveles altos de proteina
CystC recombinante en el medio, mientras que aquellas infectadas con retrovirus de control (es decir, GFP) eran
negativas para la expresion de CystC recombinante (datos no mostrados).

Se permitié que células 3T3-L1 que expresan GFP, CystC o A14CystC invadieran a través de filtros recubiertos con
Matrigel en ausencia o presencia de TGF-31 (5 ng/ml) durante 48 h, y los resultados se muestran en la Fig. 2A.
Como se esperaba, las células 3T3-L1 invadian faciimente a través de matrices Matrigel cuando se estimulaban por
suero: esta respuesta no estuvo afectada por A14CystC, pero se inhibia significativamente por CystC (Fig. 2A). La
Fig. 2A también muestra que las células 3T3-L1 tratadas con TGF-B mostraban una tendencia hacia invasion
potenciada; sin embargo, el tratamiento con TGF-B en combinacién con suero inducia significativamente mas
invasion de células 3T3-L1 que aquella por suero en solitario (Fig. 2A). De forma interesante, la expresién de CystC
bloqueaba ambos componentes de la invasién de células 3T3-L1, mientras que A14CystC bloqueaba solamente el
componente dependiente de TGF-f (Fig. 2A). Los datos son la media (x ET) de cuatro experimentos independientes
presentados como el porcentaje de invasion relativo a células 3T3-L1 que expresan GFP. TGF-B1 potenciaba
significativamente la invasion de células 3T3-L1 (***, p < 0,05; ensayo T de Student). La expresién de CystC inhibia
significativamente la invasion de células 3T3-L1 ténica (*, p < 0,05; ensayo T de Student) y estimulada por TGF-31
(**, p < 0,05; ensayo T de Student), mientras que la expresion de A14CystC solamente inhibia significativamente la
invasion de células 3T3-L1 estimulada por TGF-B (**, p < 0,05; ensayo T de Student).

Ademas, los efectos inhibidores de CystC sobre la invasion de células 3T3-L1 podria recapitularse por la adicion de
proteinas de fusion de CystC recombinante. Se permitié que células 3T3-L1 de control o estimuladas con TGF-31 (5
ng/ml) invadieran a través de filtros recubiertos con Matrigel durante 48 h en ausencia o presencia de GST, GST-
CystC, o GST-D14CystC, recombinantes (10 mg/ml) como se indica en la Fig. 2B. Como se muestra en la Fig. 2B, el
tratamiento de células 3T3-L1 con GST recombinante (10 mg/ml) no lograba afectar a su invasién inducida por suero
o suero:TGF-B. En contraste, la administracion de CystC recombinante bloqueaba la invasiéon de célula 3T3-L1
estimulada por suero y suero:TGF-3, mientras que A14CystC recombinante bloqueaba selectivamente la estimulada
por TGF-B (Fig. 2B). Los datos son la media (+ ET) de tres experimentos independientes presentados como el
porcentaje de invasién relativo a células 3T3-L1 no tratadas. TGF-B potenciaba significativamente la invasion de
células 3T3-L1 (*, p < 0,05; ensayo T de Student). CystC recombinante inhibia significativamente la invasion de
células 3T3-L1 ténica (#, p < 0,05; ensayo T de Student) y estimulada por TGF-1 (**, p < 0,05; ensayo T de
Student), mientras que la expresién de A14CystC solamente inhibia significativamente la invasién de células 3T3-L1
estimulada por TGF-B (**, p < 0,05; ensayo T de Student). Colectivamente, estos hallazgos indican que la invasion
de células 3T3-L1 progresa a través de rutas dependientes de catepsina B y dependientes de TGF-B. Ademas, los
hallazgos del presente inventor muestran que CystC anulaba ambas rutas, mientras que A14CystC bloqueaba
solamente la ruta estimulada por TGF-8.

Ejemplo 6

El siguiente ejemplo demuestra que CystC y A14CystC inhiben la expresiéon de gen indicador estimulada por TGF-3
en células 3T3-L1.

Los hallazgos del presente inventor de que la sefalizacion de TGF-B se inhibia por CystC (Fig. 1 y 2) independiente
de sus acciones sobre catepsina B les condujo a hipotetizar a CystC como antagonista general de la sefializacion de
TGF-B. Para ensayar esta hipotesis, se controlaron cambios en la actividad luciferasa dirigida por p3TP en células
que expresan control, CystC, A14CystC antes y después de su estimulacion con TGF-B. En resumen, se
transfectaron de forma transitoria células 3T3-L1 que expresa GFP, CystC, o A14CystC con p3TP luciferasa y
pCMV-B-gal, y posteriormente se estimularon con concentraciones crecientes de TGF-B1 (0-5 ng/ml) como se indica
en la Fig. 3A. Después de ello, se midieron las actividades luciferasa y B-gal contenidas en extractos celulares
solubilizados con detergente. Las Fig. 3A muestra que la expresion de CystC o A14CystC reducia significativamente
la actividad luciferasa estimulada por TGF- en comparacion con células de control. Los datos son la media (+ ET)
de las actividades luciferasa de cuatro experimentos independientes normalizados a células que expresan GFP no
tratadas.

Los transfectantes después se estimularon con TGF-B1 (5 ng/ml) en ausencia o presencia de GST, GST-CystC, o
GST-D14CystC recombinante (10 mg/ml) como se indica en la Fig. 3B. Similares a sus efectos sobre la invasion de
células 3T3-L1, CystC y A14CystC recombinantes inhibian ambas significativamente la actividad luciferasa
estimulada por TGF- en células 3T3-L1 (Fig. 3B). Los datos son la media (+ ET) de las actividades luciferasa de
cinco experimentos independientes normalizados a células que expresan GFP no tratadas. CystC y A14CystC
inhibian significativamente la actividad luciferasa estimulada por TGF-B dirigida por el promotor p3TP sintético (***, p
< 0,05; ensayo T de Student).
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Tomados juntos, estos hallazgos identifican CystC como un novedoso antagonista de la sefializacion de TGF-(3,
haciéndolo a través de un mecanismo independiente de catepsina B.

Ejemplo 7

El siguiente ejemplo muestra que CystC antagoniza la unién de TGF-1 a receptores de TGF-f3.

Los hallazgos del presente inventor han identificado hasta la fecha CystC como un novedoso antagonista de TGF-
(Fig. 1-3). La capacidad de CystC recombinante (y A14CystcC) de recapitular los efectos inhibidores de la expresion
de CystC sobre la sefalizacion de TGB-B conducen al inventor a especular que CystC inhibe la sefializacion de
TGF-B antagonizando la interaccion entre TGF-B y sus receptores. Esta hipétesis parecia especialmente atractiva
dado el hecho de que el miembro de la familia de cistatina Tipo 3, fetuina (también conocida como a2-HS-
glucoproteina), inhibe la sefalizacion de TGF-f por interaccién fisica con y evitando la union de TGF- a sus
receptores (27-29).

Se incubaron células epiteliales Mv1Lu de pulmén de visén durante 3 horas a 4 °C con [1251]TGF-B1 (200 pM) en
ausencia o presencia de concentraciones crecientes (0-10 pg/ml; 0, 0,5, 1, 5, 10) de Jun(1-79) o CystC
recombinante. Se unieron de forma cruzada complejos citoquina:receptor mediante la adicion de suberato de
disuccinimidilo, y posteriormente se aislaron de extractos celulares completos solubilizados con detergente por
inmunoprecipitacion con anticuerpos anti-TRR-Il. Aunque la co-inmunoprecipitacion y los ensayos de arrastre de
afinidad no lograron demostrar una interaccion fisica directa entre CystC y TGF-B1 (datos no mostrados), los
ensayos de unién y una unién cruzada de TGF-B1 yodado mostraron que CystC recombinante inhibia de forma
dependiente de la dosis la unidon de TGF- a sus receptores de superficie celular (Fig. 4A). La reduccién en la union
de TGF-B1 era especifica para CystC porque concentraciones crecientes de Jun(1-79) recombinante no tenian
efectos sobre la unién de TGF- yodado a sus receptores (Fig. 4A). Se generaron datos basados en la imagen de
fésforo representativa de TGF-B1 yodado unido a TBR-I, TBR-II, y TBR-IIl. La Fig. 4A representa la unién media de
TGF-B1 (x ET) observada en seis experimentos independientes y se presenta como el porcentaje de uniéon de TGF-
B1 normalizada a aquella en ausencia de proteina de fusién afadida. Este hallazgo implica CystC como un
novedoso antagonista del receptor de TGF-3.

La sefalizacion transmembrana por TGF- comienza por su unién a TRR-Ill, que después se asocia con y se une a
TBR-Il, o directamente a TBR-Il, que cuando se asocia con y se une a TBR-I (17, 30). El experimento anterior
demostré que CystC reducia igualmente la union de TGF-B1 a sus tres receptores de superficie celular, lo que
sugiere que CystC antagonizaba selectivamente la union inicial de TGF-B8, no su multimerizacion de receptor
posterior. El inventor, por lo tanto, hipotetizé que CystC antagonizaba la unién de TGF- a TBR-Il. Para ensayar esta
hipotesis, se realizé un ensayo de captura de TGF-( in vitro que media los efectos de CystC sobre la uniéon de TGF-
B1 yodado a TBR-Il humano soluble. Esta construccion de TRR-Il se eligié para el estudio porque se une a TGF-3
(31) y se ha usado en si mismo para antagonizar la sefializacion de TGF-f (32-34). En resumen, se transfectaron de
forma transitoria células 293T humanas con el dominio extracelular de unién a ligando de TRR-II (sTBR-II), que es
una proteina secretada soluble. Se recogi6 el medio condicionado de células 293T transfectadas de forma simulada
con sTPRR-Il y se incubaron durante 2 horas a 4 °C con [125I]TGF-B1 (200 pM) en ausencia o presencia de CystC
recombinante (10 pug/ml). Se aislaron los complejos citoquina:receptor por inmunoprecipitacion con anticuerpos anti-
Myc. Como se esperaba, se capturd significativamente mas TGF-B1 yodado por medios condicionados que
contenian sTRR-Il que lo que se capturaba por el medio de control (Fig. 4B). De forma mas importante, CystC
recombinante anulaba completamente la uniéon de TGF-1 yodado a sTRR-II (Fig. 4B). El panel superior muestra una
autorradiografia representativa de TGF-$1 yodado unido a sTRR-II, mientras que el panel inferior representa la unién
media de TGF-31 (+ ET) de tres experimentos independientes presentados como el porcentaje de unién de TGF-1
normalizado a medio condicionado de células transfectadas de forma simulada sin proteina de fusion afiadida.
sTBRR-Il potenciaba significativamente la captura de TGF-B1 de medios condicionados (*, p < 0,05; ensayo-T de
Student). La unién de TGF-B1 a sTBR-Il se reducia significativamente por CystC recombinante (**, p < 0,05; ensayo-
T de Student).

Colectivamente, estos hallazgos han identificado CystC como un novedoso antagonista de la sefializacion de TGF-3,
haciéndolo por inhibicién de la unién de TGF-3 a TRR-II.

Se usaron los siguientes materiales y métodos en los siguientes Ejemplos 8-9.
Expresién de CystC recombinante, y purificacion

La sintesis de vectores bacterianos de expresién que codifican CystC o A14CystC fusionada al extremo C-terminal
de GDT, asi como su purificacion a partir de E. coli transformada se describieron en los Ejemplos 1-7 anteriores.

Expresion retrovirica de CystC
La creacion de vectores retroviricos bicistronicos (es decir, pMSCV-IRES-GFP) que codifican CystC humana o

A14CystC se describieron previamente en los Ejemplos 1-7 anteriores. Se infectaron MEC NMuMG de ratén y
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fibroblastos renales NRK de rata durante una noche con sobrenadante retroviricos de control (es decir, pMSCV-
IRES-GFP), CystC, o A14CystC producidos por células de empaquetado retrovirico EcoPac2 (Clontech) como se ha
descrito anteriormente. Se aislaron las células que expresaban GFP y se recogieron 48 horas después en un
clasificador celular MoFlo (Cytomation), y posteriormente se expandieron para producir poblaciones policlonales
estables de células que expresan control, CystC o A14CystC. La expresion y secrecion de proteinas CystC
recombinantes por células NMuMG y NRK infectadas se controlé por inmunotransferencia de medios condicionados
con anticuerpos anti-CystC como se ha descrito anteriormente.

Estudios de inmunofiluorescencia

Se controlé la capacidad de TGF-B de alterar la arquitectura citoesquelética de actina y la expresién de E-cadherina
esencialmente como se ha descrito (Piek et al., 1999). En resumen, se permitié que células NMuMG que expresan
control, CystC, o A14CystC se adhirieran durante una noche a cubreobjetos de vidrio en placas de 24 pocillos
(50.000 células/pocillo). Las células se estimularon el siguiente dia con TGF-31 (5 ng/ml) durante 0-36 horas a 37
°C. En algunos experimentos, se estimularon células NMuMG de control con TGF-31 en ausencia o presencia de 10
pg/ml de GST, GST-CystC o GST-A14CystC recombinante. Tras completarse la estimulacion agonista, las células
se lavaron en PBS enfriado en hielo y se fijaron inmediatamente en formaldehido al 3,7 %. Después de lavado
extensivo en PBS, las células se bloquearon en PBS suplementado con FBS al 1,5 %, seguido por incubacion con
rodamina-faloidina (0,25 uM). Como alternativa, las células se bloquearon en y-globulina de cabra (200 ug/ml;
Jackson Immunoresearch) antes de visualizacion de E-cadherina por incubaciones secuenciales con anticuerpo
monoclonal anti-E-cadherina (dilucion 1:50; BD Bioscience), seguido por anticuerpo de cabra biotinilado anti-raton (5
pyg/ml; Jackson Immunoresearch), y finalmente por Alexa estreptavidina (1,2 pg/ml; Molecular Probes). Se
capturaron imagenes en un microscopio Nikon Diaphot.

También se controld la capacidad de TGF-f de alterar la expresién de E-cadherina por inmunoprecipitacion de E-
cadherina en extractos celulares completos NMuMG solubilizados con tampén H/Tritén X-100 al 1 % (Schiemann et
al., 2003), seguido por inmunotransferencia con anticuerpos anti-E-cadherina (dilucién 1:1000).

Ensayo en agar blando

Se realizo cultivo de células NRK en agar blando de acuerdo con los procedimientos descritos en (Moustakas et al.,
1999). En resumen, se cultivaron cultivados duplicados de células NRK que expresan control, CystC, o A14CystC
(10.000 células/placa) en agar al 0,3 % en una almohadilla de agar al 0,6 % en placas de 35 mm. Se permitioé que el
crecimiento de células NRK en ausencia o presencia de TGF-B1 (5 ng/ml) continuara durante 7 dias, después de lo
cual se cuantificé la cantidad de colonias formadas en un microscopio 6ptico.

Ejemplo 8

El siguiente ejemplo demuestra que CystC evita la estimulacién por TGF-38 de EMT en células NMuMG.

La importancia de EMT en la promocion de la progresion del cancer y metastasis tumoral cada vez es mas evidente
(Thiery, 2002; Grunert, 2003). Aunque la formacion y crecimiento de tumores en fase prematura esta normalmente
suprimida por TGF-3, la progresion del cancer tipicamente posibilita que TGF-3 estimule el crecimiento y metastasis
de tumores en ase tardia, en parte a través de su induccién de EMT (Grunert, 2003). El inventor describe en los
Ejemplos 1-7 anteriores el inhibidor de cisteina proteasa CystC como un novedoso antagonista de TER-II. De hecho,
la asociacion fisica de CystC con TBR-II no solamente evitaba la unién de TGF-B y, por consiguiente, la sefializacion
de TGF-B en células normales y cancerosas, sino que también inhibia su invasién a través de membranas basales
sintéticas. De forma colectiva, estos hallazgos condujeron al inventor a hipotetizar CystC como un novedoso agente
quimiopreventivo capaz de antagonizar la oncogenicidad de TGF- en tumores en fase tardia, particularmente la
capacidad de TGF-§ de inducir EMT.

Para ensayar esta hipotesis, el inventor examiné primero si CystC y un mutante de CystC alterado en su capacidad
de inhibir la actividad proteasa de catepsina (es decir, A14CystC) podria antagonizar la estimulacion por TGF- de
EMT en MEC. En contraste con tejidos en desarrollo, la induccién inapropiada de EMT por TGF-f en tejidos adultos
potencia la tumorigénesis. La estimulacion por TGF-f de EMT se estudia de forma rutinaria en MEC NMuMG
murinas, que experimentan facilmente EMT cuando se tratan con TGF-f (Piek et al., 1999; Miettinen et al., 1994;
Gotzmann et al., 2004). En resumen, se estimularon células NMuMG con TGF-B1 (5 ng/ml) durante 0-24 horas en
presencia de 10 pg/ml de GST, GST-CystC, o GST-A14CystC. Después de ello, se visualizdé arquitectura
citoesquelética de actina alterada por inmunofluorescencia directa con rodamina-faloidina. En un segundo
experimento, se estimularon células NMuMG con TGF-B (5 ng/ml) durante 36 horas en presencia de proteinas de
fusion con GST como anteriormente. Se controlé la expresion de E-cadherina por inmunofluorescencia directa con
anticuerpos anti-E-cadherina. Los resultados (datos no mostrados) demostraron que células NMuMG no estimuladas
mostraban morfologia epitelial en forma de cubo tipica caracterizada por tincién de actina cortical fuerte y
citoplasmatica difusa. En presencia de TGF-B, las células NMuMG transicionan a fibroblastos y muestran distintas
fibras de estrés de actina que emanan de adhesiones focales.
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En otro experimento, se infectaron células NMuMG con retrovirus ecotrépico que codifica GFP (es decir, control),
CystC, o A14CystC, y posteriormente se aislaron por clasificacion FACS para la expresién de GFP para producir
poblaciones policlonales estables de células que expresan control, CystC, y A14CystC. La expresién y secrecion de
proteinas CystC recombinantes por células NMuMG y NRK infectadas se controlé por inmunotransferencia de
medios condicionados con anticuerpos anti-CystC. Las mismas células se incubaron en ausencia o presencia de
TGF-B (5 ng/ml) durante 8 horas, después de lo cual se visualizaron alteraciones en la arquitectura citoesquelética
de actina por inmunofluorescencia directa de rodamina-faloidina. A continuacion, se incubaron células NMuMG que
expresan control, CystC, y A14CystC en ausencia o presencia de TGF-B1 (5 ng/ml) durante 36 horas, después de lo
cual se controlé la expresion de E-cadherina por inmunotransferencia con anticuerpos anti-E-cadherina. Finalmente,
se permitid que células NMuMG que expresan control, CystC, y A14CystC invadieran a través de matrices Matrigel
en ausencia o presencia de TGF-1 (5 ng/ml) durante 48 horas.

El tratamiento con CystC recombinante o A14CystC o su sobreexpresién en células NMuMG evitaba la
reorganizacion citoesquelética de actina estimulada por TGF-B, y también antagonizaba la regulacion negativa
mediada por TGF-B de E-cadherina (Fig. 5A; los valores representan regulacion negativa de la expresién de E-
cadherina inducida por TGF-f respecto a células NMuMG no tratadas coincidentes; este experimento representativo
se repitié dos veces con resultados similares). Ademas, células NMuMG que experimentan EMT muestran invasion
elevada a través de membranas basales sintéticas (Fig. 5B). Similar a sus acciones sobre células 3T3-L1, la
expresion de CystC y A14CystC también inhibia y delimitaba la invasion dependiente de catepsina y TGF-B en
células NMuMG (Fig. 5B). Los valores son la media (+ ET) de tres experimentos independientes presentados como
el porcentaje de invasion relativa a células NMuMG que expresan GFP. TGF-1 potenciaba significativamente la
invasion de células NMuMG (*, p < 0,05; ensayo-T de Student), una respuesta que se inhibié significativamente por
la expresién de CystC y A14CystC (#, p < 0,05; ensayo-T de Student). La expresion de CystC también inhibia
significativamente la invasion ténica de células NMuMG (¥, p < 0,05; ensayo-T de Student).

Colectivamente, estos hallazgos muestran que CystC y A14CystC de hecho inhiben de forma eficaz EMT e invasion
de células mamarias estimuladas por TGF-B. Ademas, estos hallazgos sugieren que terapias futuras empleando
CystC o A14CystC demostraran ser eficaces en el alivio de la progresion de tumor en fase tardia estimulada por
TGF-B.

Ejemplo 9

El siguiente ejemplo muestra que CystC previene la estimulacion por TGF-B de la transformacién morfolégica en
células NRK.

La pérdida de polaridad celular y la capacidad de las células cancerosas de crecer de forma auténoma de un modo
independiente de anclaje es una marca distintiva del cancer (Thiery, 2002; Grunert et al., 2003). TGF- se describio
originalmente como un factor secretado que estimula la transformacion morfologica en células renales NRK-49 de
rata, conduciendo a su adquisicion de crecimiento independiente de anclaje en agar blando (Roberts et al., 1981;
Assoian et al., 1983). Por tanto, ademés de promover EMT, TGF- también potencia la progresion del cancer
estimulando la transformacion morfolégica y el crecimiento celular independiente de anclaje. Como CystC y
A14CystC eliminaban ambas EMT estimulada por TGF-f, el presente inventor hipotetizé6 que estos antagonistas de
TBRR-II inhibirian de forma similar la transformacion morfolégica de células NRK estimulada por TGF-f3.

Esta hipotesis se ensayd infectando células NRK con retrovirus bicistrénico que codifica CystC o A14CystC para
determinar sus efectos sobre el crecimiento independiente de anclaje de NRK estimulado por TGF-B. En resumen,
se infectaron fibroblastos renales NRK de rata con sobrenadantes retroviricos control (es decir, pMSCV-IRES-GFP),
CystC, o A14CystC, y las células infectadas resultantes se aislaron por fluorescencia GFP en un clasificador de
células MoFlo 48 horas después. Se cultivaron células NRK que expresan control, CystC, y A14CystC en agar
blando en ausencia o presencia de TGF-B1 (5 ng/ml) durante 7 dias, después de lo cual se cuantificé la formacion
de colonias NRK por microscopia optica. Ademas, se permitidé que células NRK que expresan control, CystC, y
A14CystC invadieran a través de matrices Matrigel en ausencia o presencia de TGF-$1 (5 ng/ml) durante 48 horas.

Como se esperaba, el tratamiento con TGF-B posibilitd que las células NRK crecieran de un modo independiente de
anclaje cuando se cultivaban en agar blando (Fig. 6A). Los valores son la media (+ ET) de la formacién de colonias
por campo de microscopio observado en cinco experimentos independientes. Similar a sus actividades inhibidoras
en células NMuMG, la expresion mediada por retrovirus de CystC o de A14CystC en células NRK prevenia
completamente la transformacion morfolégica estimulada por TGF-B (Fig. 6A), asi como la estimulacion por TGF-
de la invasion de células NRK a través de membranas basales sintéticas (Fig. 6B). Los valores son la media (+ ET)
de tres experimentos independientes presentados como el porcentaje de invasion relativo a células NRK que
expresan GFP. TGF-B1 potencié significativamente la invasion de células NRK (*, p < 0,05; ensayo-T de Student).
Esta respuesta de TGF-B se inhibié significativamente por la expresion de CystC y de A14CystC (#, p < 0,05;
ensayo-T de Student), mientras que la invasion ténica de células NRK se inhibia solamente de forma significativa por
la expresion de CystC (*, p < 0,05; ensayo-T de Student).
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Por tanto, ademas de prevenir la estimulacién por TGF-f de EMT, CystC y A14CystC también inhiben de forma
eficaz la transformacion morfolédgica y el crecimiento independiente de anclaje estimulado por TGF-(3.
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REIVINDICACIONES

1. Un homdlogo de Cistatina C, para inhibir la actividad biolégica de la uniéon de TGF- con su receptor, en el que el
homologo de Cistatina C comprende:

un fragmento de secuencia de aminoacidos que comprende al menos los ultimos 45 aminoacidos C-terminales
de la SEQ ID NO: 2 y en el que al menos 30 aminoacidos del extremo N-terminal de la SEQ ID NO: 2 estan
delecionados; o

una secuencia de aminoacidos que difiere de la SEQ ID NO: 2 por la delecidon de restos de aminoacido desde
aproximadamente la posicién 80 hasta aproximadamente la posicidon 93, en el que la delecién es suficiente para
reducir o eliminar la actividad biolégica del motivo inhibidor de cisteina proteinasa conservado de Cistatina C.

2. Un homdlogo de Cistatina C de acuerdo con la reivindicacion 1, seleccionado del grupo que consiste en:

a. un fragmento que comprende al menos aproximadamente 100 aminoacidos de la parte C-terminal de la SEQ
ID NO: 2;

b. un fragmento que comprende al menos aproximadamente 75 aminoacidos de la parte C-terminal de la SEQ ID
NO: 2;

c. un fragmento que comprende al menos aproximadamente 55 aminoacidos de la parte C-terminal de la SEQ ID
NO: 2;

d. un fragmento que difiere de la SEQ ID NO: 2 por una delecion de al menos aproximadamente 60 aminoacidos
desde el extremo N-terminal de la SEQ ID NO: 2; y

e. un fragmento que difiere de la SEQ ID NO: 2 por una delecion de 50 aminoacidos desde el extremo N-terminal
de la SEQ ID NO: 2.

3. Un homodlogo de Cistatina C de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el motivo inhibidor de cisteina
proteinasa conservado esta localizado entre aproximadamente la posicién 80 y aproximadamente la posicién 93 de
la SEQ ID NO: 2.

4. Un homodlogo de Cistatina C de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la secuencia de aminoacidos del
homdlogo de Cistatina C comprende una delecién desde aproximadamente la posicion 80 hasta aproximadamente la
posicion 93 de la SEQ ID NO: 2.

5. Un homdlogo de Cistatina C de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, para tratar a un
paciente con canceres de mama.

47



ES 2576 195 T3

"FIG. 1A

DSin adicion
P suercal 2%

- kkk

.1001

-
192

M'_ .
1% ) I

Invasion celular
- (% de invasion de GFP
N o
(]

0. GFP ~ CystC A14CystC
Linea celular HT1080
FIG. 1B
81 | HT-GFP
[JHT-CystC
6| |@HT-A14CystC

(estimulacion factorial)
KN

Actividad p3TP-luciferasa

2{
52' =T

0 —ff— —

0 005 05 5

TGF-§1, ng/ml

48



" Invasion celular
(% de invasion de GFP)

Invasion celular
(% de invasion de GFP)

150, | Qata-cystc
125}

100{

ES 2576 195 T3

FIG. 2A

B

P43T3-A14CystC

ooooo

N O N
o o O

Diluyente Suero al 2 % TGF_M Sueroal 2%
' TGF-p1

- Adicién de quimioatrayente

FIG. 2B

600y

D Suero al 2 %
M suero al 2 %/TGF-B1

5001

400
300
200
100

0 Diluyente GST = CystC ~ A14CC -
Adicion de proteina de fusion

49



ES 2576 195 T3

FIG. 3A
s (W 3T3-GFP
% =30, |
5€7| |Osra-cystc
g :g 20 .3T3fA14CystC
£S5
o .
5 E101
SE | |
28 eI —/—
< 0 0,05 0,5 5
' .TGF-|31,_ng/mI
FIG. 3B
o ‘ Derivadoé
& = 16, _Células 3T3-GFP 3T3-CystC
c®
% % 12 f [Basal
=& | | mTGF-p1
. %:g 8 | : |
TS 4 | vy
SE 7 MR e
2 ‘q"’: 0 ) i R
<= ~ Dil GST CC Al4 CC A14

Adicion
de proteina
de fusidn

50



ES 2576 195 T3

120y -
= 100
32
£ E 80{
= Je}
g 60|
WL .
Ox 4] [@GSToun |
20| | MGST-Cystc
I/ .
T 10

Proteina de fusion, pg

51



ES 2576 195 T3

FIG. 4B
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