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( ANEXOS \

[X] comprobante de pago de Ia tasa de presentacién de la solicitud.
E Documento que acredita |la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona jurldica.
X Documento de Representacién Legal.

D Documento da ceslén del inventor al solicltante 0 a su causante.
[ ] Deciaraciones.

D Copla de Ia solicitud Internacional. (resumen, deacripcin, reivindicaciones, dibujos)
E Traduccitn de la solicitud Internacional al castellano. (resumen, descripcidn, relvindicaclones, dibujos)

D Copla del axamen preliminar Intemacional efectuado por la Autoridad Intemnacional de Examen Preliminar
(IPEA).

|:| Traduccién del examen preliminar intemnacional efectuado por la IPEA.

[:] De ser el caso, copla del contrato de acceso.

D De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales d4
las comunidades Indigenas.

[C] Arte Final 12x12.

De ser el caso, Informacién sobre oiras solicitudes de patente o tltulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causants, relacionados parcial o totalmente con la Invencién de esta eolicitud.

D De ser el caso, modificaclones efectuadas a la solicitud Internaclonal.

Otros reporte de bisqueda intemacional con su traducclén, publicacidén con su traduccion, documentos de
nolificacién de reglatro de cambio de inventores con su traduccién y opinién escrita de la autoridad de
blisqueda Intemacional con su traducclén.
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se estd presentando con esta mﬁdmd.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personerfa de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a .fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

Wpddeeo -
LICIA LLOREDA RICAURTE

T.P. No. 53.215
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TRADUCCION OFICIAL No. 2004-11-09-582
DE UN DOCUMENTO PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacion de un- P_dder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y en
espafiol. )

Certificado Notarial (sociedad), documento también escrito en inglés y en espariol.

Marllyn L. Mitchell . o
Notario Publico, Estado de New Jersey - .
Mi Comisién Expira el 6 de febrero de 2005

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)
Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico ha sido firmado por Marilyn L. Mitchell - '
actuando como Notario Publico de New Jersey '
lleva el selio/estampilla de Marilyn L. Mitchell, Notario
CERTIFICADO '

5.  en Trenton, New Jersey 6.
7.  porJohn E McCormac, CPA. Tesorero de New Jersey
8. , No. A210247 _ /73
9 Sello/Estampilla 10. Firma: (i!egible.

Hay un selio dorado.

il A S

Traducido segun mi mejor saber y entender, este dia 9 de-noviembre de 2004,

en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial, Res.

2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia. TRADUCTOR OFICIAL
’ .. REBUOLUCION 2177

]

ANITA ERCOBAR DE TAMA
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APOSTILLE ‘

(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
MARILYN L MITCHELL

ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

BEARS THE SEAL/STAMP OF:
MARILYN L MITCHELL, NOTARY

CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY

THE 7TH DAY OF OCTOBER 2004

BY: John E McCormac, CPA, NEW JERSEY TREASURER
NO. A210247

SEAL/STAMP: 10. SIGNATURE
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*Jios ¥bajo -fimnados, WYETH., una socledad The undersigned, WYETH, & corporation orgenized (&
. organizada y existents de conformidad con las leyes

del Estado de Délaware, Estadoa Unidos de América.

con domicllio en Flve Giralda Farms, Madison,
Estado de New Joraey 07940,
Estados Unidos de América

nombramoa por el presente a ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domicliados en Bogota,
Colombla, con oficinas en dicha cludad, Calle 72 No.
5-83, piso Go., nuestros representantes legalos y
verdaderos en Bogoté, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judictales o
exirejudiclales, con ! fin de dar cumplimiento al
p;l':grafo 10, del articulo 543 del decreto 410 de
1971,

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cuaiqulera de ellos
designe, quedan especialmenie facuitados para
representarmnos ante les autoridades colomblanas,
administrativas, judiclales o de policia, en todos los
trdmites relativos a la propledad Industrial, a cuyo
efecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos loe pascs necesarios al objelo
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos y presantar desistimienios; formular
descripclones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar opasiciones y apeiaciones;
Instaurar cancelaciones, renunclar total o
parcialmente a los ragistros, abonar todos los
impuestos y cuoins y efectuer todo otro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo reepectivo; llenar
cualesquiera otros requisiios y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros Inloreses; y en caso de producirse
oposicién, pasando los antecedentas a los tribunalas,
quedan facultados para tomar Intervencién como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las
demés facultades que resulten necesaries, y por el
presente declaramos desde shora vélido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cualquiera da ellos nombre hicleren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO
SANTAMARIA Y/oe ENRIQUE ALVAREZ, pama
solicher en la Oficina de Propledad industrial la
protocolizacidn de este documento y de cuakjuler
poder que cuaiquiera de ellos otorgue a nombre
nuesiro.

Dado y frmado

andubﬂmunderﬂ\olamafStabofDelgwnro
United Statea of America. :

domiciled at Five Girslda Farms, Madison,
State of New Jersey 07840,
United States of America

hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or

'‘GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA

and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices In sald town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives In Bogota,
with power to receive notifications and %o appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 10. of article 543 of decree 410 of 1871.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them eppointed, are especlally empowered to
represent us before the administrative, judiclal or
polics authorities of Colombia, in afl proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the sald authorities all
the nacessary steps for the sald end; to flle petitions,
decigrations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file emendments, to limit
the scops of applications, flle oppositions; file
cancelistions total or partiaily waive registrations, to
pey all installments and effect all other payments
prescribed by law; fo receive proper recelpts, to
comply with all other requirements and, In short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize sald agents to act on our
behalf, a3 complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powers to make
amangements, to submtt 1o arbitrators, to desist, to
collact, to appeal and, In short, with all such further
powers as may be required, and we hereby dedlare
from now on as valid and good all that sald
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our banefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
andlor GUSTAVO TAMAYD andor IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocollzation of this document and of any power
of attorney by any one of them conferred In our name,

before the Office of Industrial Property.
Given and signed this: _6th de
0 'I'III'I.o .T.'J',:a" s
; ' o, w:; i-
lﬂ AGU 2005 c'

JUAN M'ANU 3 .
& EL !01’
NOTARIG ERO HEI‘.‘INA




CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Estados Unidos de América

Estado de New Jersey {ss

Condado de Morris

H? 6 de Octubre de 200 4 comparecid
William H. Calnan , @qulen conozco y

de quien me consta que fimd el antarior documento,
y quien debiklaments jurementado declard y dfjo que
éles

de WYETH la compafila nombrada en 8l documento
que antecede, una socledad debidamante organizada
y existente conforme a (as leyes del Estado de
Delaware, Estados Unidos de América, domicillada
en la cludad de Madleon, Condado de Morris,
Estado de New Jersey, Esiados Unidos de América,
legaiments constitulda para un periodo de duracién
que adin no ha terminado, que ejerce su objelo soclal;
conforme a las leyes del Esiado de Delaware,
Estados Unidos de América; que el declarants esté
autorizado por dicha Compafila para conferr este
poder; que el sello estampado por él al ple de tal
poder, en nombre y en representacion de la
expresada Compalfila, es el selio oficial de ella; y que
el objeto para el cual se conflere este Instrumento
asta comprendido deniro del de la socledad.

El suscrito Notarlo ha- visto los Estatutos de
incorporacién firnados en Madison, Estado de New
Jersey, con fecha 4 Febrero, 1926 , y
certifica que de conformidad con la legislacion de
dicho Estado la enterior dedamdan ]urarnontuda es
prueba suficlents de que los hechagasqbre.

Notary Public {Notario Pabl

’
v,

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

United States of America
State of New Jersey {as
County of Morris

n’ LI

Onthis 6th dayof October 2004, personally

came, Wililam H. Cathan

to me kmown, and known to me to be the person who
slgnodiheforegolng instrument, who being by me
duly sworn did depose and say that he Is the
Assistant Secretary of WYETH the company named
within, a Corporation organized and existing under
the laws of State of Delaware, Unlied States of
Americe, damicled at the City of Madison, County of
Morris, Siats of New Jersey, Unlted States of
America, legally conetituted for a period of tenure not
yet expired, which exercises its corporate purposes
according to the laws of State of Delaware, Unlted
States of America; that the deponent ls authorized by

this instrument is granted is Included within the
corporate purposes of the Company.
The undersigned Notary Public has seen the articles
of Incorporation of sald executed at
Wiimington, Delawsare U.S.A. under date of
February 4, 1926, and hereby certifies that under the
lawe of sald State the foregoing acknowledgment Is
sufficient proof that the facts thereln contained are
true, which he attests.

wx-w

MARILYN L. MITCHELL

NOTARY PUBLIC STATE OF NEW JERSEY
Wy Gammizalon Explres February 8, 2005



ft EXTRACTO PARA PUBLICACION
Industriay Comerdo  SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION

SUPERINTENDENCIA

No. SOLICITUD

INTERNACIONAL:  pCT/US2004/008470 (51) INT. CL.: C12N 15/11
{21) No. SOLICITUD:

(22) FECHA DE (71) SOLICITANTE: WYETH

PRESENTACION: 30-09-2005
BOWMAN, Michael, R.; ELLIS,

(30) PRIORIDAD: R
Debra; FOLLETTIE, Maximillian,
(31) No. DE SOLICITUD: gg;:g;-ggg (72) INVENTOR/ES: 1. \wNKLER, Aaron; WILLIAMS,
(32) FECHA DE ' Cara; CHEN, Heng y LIU, Wei.
PRESENTACION: gggg'g%g

(33) PAfs: ) (74) REPRESENTANTE

‘ us LEGAL: ALICIA LLOREDA RICAURTE
(54) TITULO:

“C MPOSICIONES Y METODOS PARA DIAGNOSTICAR Y TRATAR EL ASMA U OTRAS
ENFERMEDADES ALERGICAS O INFLAMATORIAS”
(57) RESUMEN:
Relvindicaclén nlimero 1.-
Una composicion farmacéutica caracterizada porque comprende un portador

farmacéuticamente aceptable y un agente capaz de inhibir una actividad o expresion de un
componente que no es NOS de una via metabdlica de la arginina.
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

. . o, PARA FUTURAS Ver Forma PCT/ISA/220
Registro de referencin del agents
031 39539«)1 del soliciante 0 ACCIONES asl como, donde aplique, el ltem 5 & contimmeidn,
Solicitud internacianal No. Fecha de registro intermacional (dia/mes/ado) Fecha de Prioridad (Primers) (dia/nes/afio)
PCTAUS2004/006470 04/03/2004
Solicitante
WYETH

Este Reporte de Bisqueda Internacional ha sido prepamdo por esta Autoridad de Bisqueds Internacional y es transmitido al solcitante
segin ¢l Articulo 18. Una copia serd transmitids s |a Oficina Intemacianal.

Este Reporte de Bisqueda Intemacionsl constade un totalde 10 hojas.
También esth acompafiado de una copia de cada documentn téenico anterior citado en este reporte.

1. Bases del reporte

a. Respecto al lengnaje, s blsqueda internacional se Jlevd u cabo segin la solicitud Internacional en el lenguaje en el cual se presentd,
a menos que se indique de otro modo en este ftem.

D La bilsqueds intemacional se llevd a cabo segin 1a traduceidn de Ia solicitud intemacional proporcionada & esta
Autaridad (Regla 23.1(b)).

b.E Respecto a una secuencla de deido auciedtido y/o amino revelado en Ia solicitud intemacional, ver Casilla No. L

2 E Clertas relvindicaciones no pudieren localizarse (Ver Casilla II).

3 E Falta unidad de invencidn (ver Casille 11I)-

4. Respecio al titulo,

DX & texto ex aprobado segin o presenta ¢l soficitante.
Esta Autoridad ha establecido que ¢l texto se lea ast:

5. Respecto al resumen,

E El texto €3 aprobado segin lo presenta el solicitante.

Esta Autoridsd ha establecido el taxto de aterdo con Ia Regia 38.2(b), segin sparece en Ia Casilla No. IV. El solicitanto pucde, un
mes después de la fecha de haber enviado por comeo este reporte de bisqueda internacional, presentar comentarios 8 ests Autoridad.

6. Respecto g los dibujos,
a. La figura de los dibujos quc sc publicark can el resumnen s ks Figurs No.
[]  comolosugirié e solicitante.
[]  como to scleccions cats Autoridad, porque el solicitanie no sugirié uns figun.
como lo selecciond esta Autoridad, porque esta figur caracteriza mejor o Ia invencién.
5.[X]  ninguns de s figuras s pam ser publicada con ef resumen.

Fotioe B4 4 teedo st

Forma PCT/ISA210 (primers hoja) (Enero 2004)



Solicitud Internacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US2004/006470

Casllla No. 1 Secuencia(s) de nucleatido y/o aminodeido (Conﬂnuniin del item 1.b de la primera hoja)

1. Con respecto a cualquier secuencia de nucleotido y/o aminodcido revelada en Ia solicitud internacional y necesaria
pan la invencidn reivindicada, Ia blisqueda internacional fue licvada a cabo sobre las bases de:
& tipo de material
un lisado de secuencia
[[] tabla(s) relacionada(s) con el listado de secuencia

b. formato del material
E en formato escrito
en un formato lefble en computador

¢. tiempo de presentacién/suministro
X contenido en Ia solicitud internacional como fuse presentada
presentado junto con la solicitud internacional en un formato leible en computador
D suministrado subsecuentemente a esta Autoridad para el propdsito de 1a bdsqueda

2. D Ademis, en el caso que mis de una versién o copis de un listado de secuencia y/o ademiis una tabla
relacionada ha sido presentada o suministrada, las declaraciones requeridas que la informacién en lag copiss
subsecuentes o adicionales es idéntica a aquella en s solicitud como fue presentada, o no va mis alld de ln
solicitud como fue presentada, como en forma spropiada, fueron suministradas.

3. Comenterios adicionales:

Forma PCT/1ISA/210 (continuacidn de Ia primers hoja (1) (Enero 2004)




Solicitud Internacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US2004/006470

Casilla 1T Observaciones donde clertas refvindieaciones fueron ineserutables (Continuacién del Item 2 de
Ia primera hoja)

Este Reporte de Bisqueda Imtemacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el
Articulo 17(2)(=) por las siguicntes razones:

1. [P Reivindicaciones Nos.:
porque se relacionan con un asunto que no e necesario que csta Autoridad busque, a saber:

ver INFORMACION ADICIONAL hoje PCT/ISA/210

2. [J Reivindicaciones Nos.: . i
porque se relacionan con partes de In Solicitud Internacional que no cumplen con los requisitos
prescritos hasta tal grado que no se puede levar a cabo una bisqueda internacional significativa,
especificamente:

3. [J Reivindicaciones Nos.:

porque son reivindicaciones dependientes y no esthn discfiadas de acuerdo con la segunda y tercera
orcién de la Regla 6.4(a).

Casllla Il Observaciones donde falta unidad de inveucién (Continuaeién del Item 3 de 1a primera hoja)

Esta Autoridad de Bisqueda Internacional enconiré invenciones miiltiples en esta solicitud internacional, asf:

ver hoja adicional

1. D Puesto que todos los derechos de biisqueda adicionales requeridos fueron pagados oportunamente por
el solicitante, este informe de biisqueds internacicnal cubre todas las reivindicaciones investigables,

2. D Puesto que todas las reivindicaciones investigables pudicron investigarse sin esfuerzo que justifinue
derechos adicionales, esta Autaridad no solicité pago de derechos adicionales.

A E Puesto que sdlo algunos de los derechas de nisqueda adicionales fueron pagados oportunamente por el
solicitante, este informe de blisqueda internacional cubre dnicamente aquellas reivindicaciones para
Ins cuales se pagaron derechos, especificamente las reivindicaciones Nos.:

todas las 5, 6, 9, 10, 12, 17 totalmente; todas las 1-4, 8, 13-16, 20 parcialmente en

cuanto a que estas reivindicaciones se refieren a invenciones listadas bajo 1
(1.1 y 1.2) y 3 en la Forma PCT/ISA/206 (hoja extra)

4. [[] Bl solicitante no pagé oportunamente los derechos de bisqueda adicionales requeridos. Por
consiguiente, este informe de bisqueds internacional se restringe a la primera invencién mencionada
en las reivindicaciones; estd cubierto por las reivindicaciones Nos.:

Comentario sobre Protesta [ | Los derechos de isqueda adicionales estuvieron acompaiiados por la protesta
del solicitante,

El pago de los derechos de bnisqueda adicionales no estuva acompafiado par
ung protests.

Forma PCT/18A/210 (contimzcién de 1a primera hoja (2)) (Enero 2004)
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Solicitud Internacional No. PCT/US2004/006470

CONTINUACION DE INFORMACION ADICIONAL _PCT/ISA/210

Continuacién de la Casilla II.1

Aunque las reivindicaciones 1-6, 8-10 y 12-14 estén dirigidas a un método de tratamiento del
cuerpo humano/animal, la biisqueda ha sido llevada a cabo y basada en los efectos alegados
del compuesto/composicién.

Aungque las reivindicaciones 15-17 estén dirigidas a un método de diagndstico practicado en el
cuerpo humano/animal, la bisqueda ha sido llevada a cabo y basada en los efectos alegados
del compuesto/composicion.

t!



Solicitud Intemacional No. PCT/US2004/006470

CONTINUACION DE INFORMACION ADICIONAL PCT/ISA/210

Esta Autoridad de Biisqueda Internacional ha encontrado miltiples (grupos de) invenciones
en esta solicitud internacional, como sigue:

1. reivindicaciones: 5, 9, 18, 19 todas totalmente; 1-4, 8, 13-17, 20 todas
parcialmente

1.1. reivindicaciones 5, 9 todas parcialmente; 1-4, 8, 13-17, 20 todas parcialmente

Un método que comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva
de un agente a un mamifero que tiene una enfermedad alérgica o inflamatoria
(respiratoria), en donde el agente inhibe una actividad o expresidén (por
interferencia del ARN o el mecaniemo antisentido) de un componente de una
via metabdlica de 1a arginina en un tejido afectado por la enfermedad, y el
componente es la arginasa. Un método para identificar un agente, de
conformidad con la reivindicacién 15, en cuanto a que el componente es la
arginasa.

La composicién farmacéutica relacionada a éste.

1.2. reivindicaciones: 18, 19 todas totalmente

Un método de conformidad con las reivindicaciones 18 y 19.

2. reivindicaciones: 1, 2, 11, 20 todas parcialmente

Un método que comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva
de un agente a un mamifero que tiene una enfermedad alérgica o inflamatoria
(respiratoria), en donde el agente es la alfa-difluorometilomitina e inhibe una
actividad de un componente de una via metabdlica de la arginina en un tejido
afectado por la enfermedad, el componente es 1a arginasa.

La composicién farmacéutica relacionada a éste.

3. reivindicaciones: 6, 10, 12 todas totalmente; 1-4, 8, 13-17, 20 todas parcialmente

Un método que comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva
de un agente a un mamifero que tiene una enfermedad alérgica o inflamatoria
(respiratoria), donde el agente inhibe una actividad o expresién de un
componente de una via metabélica de arginina en un tejido afectado por la
enfermedad, y el componente es un transportador de aminoécido catiénico.

Un método para identificar un agente, de conformidad con la reivindicacién 15,
en cuanto a que el componente es un transportador de aminofcido catiénico.

La composicién farmacéutica relaciona a éste,

4, reivindicaciones: 7 totalmente; 1-4, 8, 11, 13-16, 20 todas parcialmente

= el — —— - -
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CONTINUACION DE INFORMACION ADICIONAL PCT/ISA/210

Un método que comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva
de un agente a un mamifero que tiene una enfermedad alérgica o inflamatoria
(respiratoria), en donde el agente inhibe una actividad o expresién de un
componente de una via metabélica de la arginina en un tejido afectado por Ia
enfermedad, y el componente esté corriente abajo de una arginasa en la via.

Un método para identificar un agente, de conformidad con la reivindicacién 15,
en cuanto a que el componente es diferente de la arginasa y un trasportador de
aminodcido catidnico.

La composicién farmacéutica relacionada a éste.




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/US2004/006470

A. CLASIFICACION DE MATERIA ORJETO

- AG1P11/06

B. CAMPOS BUSCADOS

| Segin In Clasificacién de Patonte Internacional (IPC) o sl Ia clasificacidn nacional y Is IPC

IPC7 CI2N15/11 AG1K31/198 A61K31/7088 A61K49/00 C12Q1/68

IPC7 CI2N A61K Cl12Q A61P

[ Documentacién minima buscada (sistcma de clasificacidn scguido de simbotos de clasifieacidn)

Documentacién buscada fuera de documentacidn minima hasta donde dichos documentos se incluyan en los campos buscados

Basc de datos electronica consultads durante la bisquera internacional (nomibre dc la basc do datos y, dande sca prictico, buscar trminos usados)

péiging 22, pérrafo 65
péigina 23, pérrafo 67
pégina 24 - pégina 25
pégine 30, pérrafo 100

25 de Septiembre de 2003 (2003-09-25)
Y pégina 2

pégina 16

phgina 21

el documento completo

X WO 03/078578 A (LSU MEDICAL CENTER (US); OCHOA A.C; | 1-6,
OCHOA ).B; POPESCU; ZEA; RODRIGUEZ)

EPO-Internacional
€. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES
’_cmm.- Citacién de documento, con indicacién, dande sea spropiado, da los textos relcvantcs Relevantz a Ia reivindicacion No.

X WO 03/073990 A (CHILDREN'S HOSPITAL MEDICAL | 1-6,
CENTER (US) ROTHENBERG MARC ZIMMERMANN NIV) 8-10,
12 de Septiembre de 2003 (2003-09-12) 13-20

Y pégina 3, phrrafo 13-17 - pégina 4 24,6, 8,

10,12, 14

8-10,
13-17, 20

-

E En el recuadro C se emuneran mis documentns.

E Fn cl anexo g0 enumeran miembros de Is familia de patentes.

* Categorias especisles de documentos citados:

‘A’ documento que define o estado general da Ia téonics &l cusl no se
congidera de relovancia particular

'E' documento amierior pero publicado en o después de Ia fecha de
presentacidn internacional

'L’ documento que pucde armojar dudss sobre reivindicaciones de
priorigad o que g clta para establecer ta fecha de publicacidn de ot
citacidn u otra zén especial (segiin sc cupecificn)

0" documentio que se refiere & una revelaciin aral, uso, axhibicidn u
otros medios

' documento publicedo antes de 1a fecha de presentacidn internacional
de 1 fecha de prioridad reivindicada

T documento posterior publicado después de In fecha de presentacidn
internacional o fecha de prioridad y que no estd en conflicto con Ia
solicid pero citado pam entender ¢l principio o tearia qua sustenta
la invencidn

X' documento de relevencia particular; Ia inveneién relvindicada no
pucde considerarse nueva o no puede considerarss que comprende
un paso inventivo cuando ¢l docurmnento se tamz solo

"Y' documento de relevancis particular; la imvencidn reivindicads no
puede congiderarss que comprende un paso inventivo cuando el
documento se combina con uno o més documentns, slendo dicha
combinacién obvia para una persona experts en la técnica

‘&' documento miembro de In misma familia de patentes

Fecha de Ia terminacién real do In bisqueda intemacional

10 de Febrero de 2005

Fecha de envio por correo del reports de bisqueda internacional
04.03.2005

Nomibxe y direceidn de cotren de ia ISA
Oficina de Patentes Europes, P. B, 5818 Patentlasn 2
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 631 eponl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Funcionario sutorizado
Macchia, G

Forrma PCT/ISA/210 (segunda haja) (Enero 2004)

phgina 1 de 3
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/US2004/006470

C. (Cantinyacidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Catcgoria ©

Citacion de documento, con ndicacitm, donde sea spropiado, de log taxtos relovantes

Relcvants a Ia reivindicacion No.

X

MEURS H. Y COL.: "Arginasa y asma: novedosas percepciones
dentro de la homeostasis del éxido nitrico y la hipersensibilidad de
las vias respiratorias”

TRENDS IN PHARMACOLOGICAL SCIENCES, ELSEVIER,
Vol. 24, No. 9, Septiembre de 2003 (2003-09),

péginas 450-455, XP004454445

AMSTERDAM, NL :

ISSN: 0165-6147

el documento completo

WO 00/44766 A (RESEARCH DEVELOPMENT FOUNDATION
(US); MACLEOD CAROL L))

3 de Agosto de 2000 (2000-08-03)

citado en la solicitud

¢l documento completo

SCHNORR O. Y COL.: "La importancia de la expresién del
de aminoécido catiénico en piel humana"

JOURNAL OF INVESTIGATIVE DERMATOLOGY,

Vol. 120, No. 6, Junio de 2003 (2003-06),

pdginas 1016-1022, XP002316508

¢l documento completo

ZIMMERMANN N. Y COL.: "Diseccién de asma experimental
con andlisis de microensayo de ADN indentifica arginasa en la
patogénesis del asma”

THE JOURNAL OF CLINICAL INVESTIGATION,

Vol. 111, No. 12, Junio de 2003 (2003-06),

péginas 1863-1874, XP002303441

¢l documento completo

MEURS H. Y COL.: "La actividad incrementada de arginasa
sustenta la deficiencia inducida por alergeno de éxido nitrico
¢NOS-derivado ¢ hipersensibilidad de 1as vias respiratorias"
BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY,

Vol. 136, 2002, piginas 391-398, XP002303442

el documento completo

KLASEN 8. Y COL.: "Los glucocorticoides inhiben 1a regulacién
ascendente inducida por lipopodisacérido de arginasa en
macrbfegos alveolares de rata”

BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY,

Vol. 132, 2001, pdginas 1349-1357,

XP002303443

¢l documento completo

-

15,8, 9,
13-17,20

1,13,20

24,6,8,
10, 14

12

1-6,
13-20

1-5,8,9,
13-17, 20

1,2,5,
13-17,20

Forma PCT/ ISA /210 (continuacidn de Is segunds hojs) (Enero 2004)

pégina 2 de 3



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud

Internacional No.

PCT/US2004/006470

C. (Continuaridn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

-~ Categorla *

Citacitn de documento, con indicacion, donde Ses 2propiado, 4c 108 Textos relevantes

Relcvanic a a reivindicacion No.

A

MORRIS C. R. Y COL.: "Actividad elevada de arginssa y
biodisponibilidad limitada de arginasa: una caracteristica comin
del asma y la enfermedad de célula falciforme”

BLOOD,

Vol. 102, No. 11,

16 de Noviembre de 2003 (2003-11-16), pigina 764A,
XP008038019

45th Annual Meeting of the American Society of Hematology; San
Diego, CA, USA;

Diciembre 06-09, 2003

el documento completo

WO 2004/073623 A (CHILDREN'S HOSPITAL & RESEARCH
CENTER AT OAKLAND (US) MORRIS CLAUDIA R)

2 de Septiembre de 2004 (2004-09-02)

¢l documento completo

HAMMERMANN R. Y COL.: "Las proteinas catiénicas inhiben la
captacién de L-Arginina en macréfagos alveolares de rata y células
epiteliales traqueales”

AMERICAN JOURNAL OF RESPIRATORY CELL AND
MOLECULAR BIOLOGY,

Vol. 21, 1999, piginas 155-162, XP002316909

el documento completo

MEURS H. Y COL.. "Deficiencia de éxido nftrico en la
hiperreactivided de las vias respiratorias inducida por poli-catién”
BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY,

Vol. 126, 1999, piginas 559-562, XP002316910

el documento completo

SHAHANA S. Y COL.: "Efectos de la proteina catiénica
poli-L-arginina sobre las células epiteliales de las vias respiratorias
in vitro"

MEDIATORS OF INFLAMMATION,

Vol. 11, 2002, piginas 141-148, XP008042773

el documento completo

JONES H. Y COL.: "Una comparacién de las respuestas cutineas
inducidas por alergeno y policatién en el conejo”

BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY,

Vol. 133, 2001, piginas 1181-1189,

XP008042783

¢l documento completo

1-5, 13,
14, 20

12

12

12

12

Forma PCT/ ISA /210 (continuacidn de Ia segunda hajs) (Enero 2004)

[ —
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL | g.jicitad Internacional No.

o Informacién sobre miembros de familia de patentes PCT/US2004/006470
Documento de patente citado . .
~ en el reporte de bisqueda Fecha de publicacign | Micrbro(s) de la fumilia de patentes m‘:b“':h';'“‘!;n
WO 03073990 A 12-09-2003 AU 2003213633 Al 16-09-2003
CA 2477400 Al 12-09-2003
wO 03073990 A2 12-09-2003
Us 2003166562 Al 04-09-2003
WO 03078578 A 25-09-2003 AU 2003218099 Al 29-09-2003
WO 03078578 A2 25-09-2003
US 2004057926 Al  25-03-2004
WO 0044766 A 03-08-2000 USs 6784163 Bl 31-08-2004
AU 2739400 A  18-08-2000
WO 0044766 Al 03-08-2000
WO 2004073623 A 02-09-2004 wo 2004073623 A2 02-09-2004

Forma PCT/ ISA/ 210 (nexo familia de patenies) (Enero 2004)
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o } .TENTCO PERATION TREATY !

PCT

g

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's fie reference FOR FURTHER s00 Form PCTASAZ20
031896-29001 ACTION as well as, where appiicable, item 5 below.
Imernational appiication No. international filing date (dley/montivyear) {Earfioat) Priority Date (dewmontyear)
PCT/UB2004/006470 04/03/2004
Applicant
WYETH

This intemnational Search Report has been prapared by this Inemationsl Searching Authority and s transmitiad 1o the applicant
according 10 Article 1B. A copy ks being nrlmimubﬂmlnhmnbnll Bureau.

This intemational Search Report consists of a total of 10 sheots.
[X] nisaiso accompanied by a copy of aach prior art document clied in thia report

1. Basis of ths eport

a. With regard to the language, the Intemational search was carried out on the basis of the intamational application in the
language in which it wes filed, uniess otherwiss indicatad under this ham.

D The intamational search was carried out on the besis of a transfation of the intemational application humishad to
this Autherity (Rule 23.1(D)).

b. [X] Wnmhregurdio any nucieotids and/or amino acid ssquence diaciossd in tha International application, see Box No. I.
[X] Cortein claims were found unsesrchable (See Box Ii).
3. [X] unity otinvention is Incking (se Box Iil).

4. With regard 1o the title,
[X]  the text is spproved as submitted by the appicant.
[C]  the text has been establshed by this Authority to read as foliows:

5. With regard to the abstract,
[X] the teat s spproved as submitted by the applicant.

hmh-bnnmbllmdlﬂ:omhgmﬂuhsaz(b).wthummwsllmhﬂmmIV'nn icant
D may, within one month from the data of malling of thia intevnational search mmmnwmhmﬂw

8. With regard to the drawings,
8. the figure of the drawings i be published with the abstract s Figure No.
[[] o suggested by the applicant.
[C] ssseiectedy this Authortty, becausa the applicant fafied to suggest a figure.
[[] e setected by this Authorty, becauss this figure betier characterizes the Invention.
b. [X] none of the figures I to b published with the sbstract

Form PCTASA210 (first sheet) {January 2004}




h  tional application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/UB2004 /006470

Box No. |\ Nucieolids and/or smino scld ssquence{s) (Continuation of ltem 1.b of the first sheet)

1.  Whh regend to any nucieotide and/or amino acid saquence disciosad in the Intemational application and necessary o the claimed
invantion, the Intemnational search was canied out on the basis of: his

a type of material

E a saquence listing
[T]  talets) reintedio the sequence leing

b. jormat of matardal
E in writtan format
E] in computer readably form

c. tima of fingAumishing
E] contained In the international application aa flled
[Z] e together with the Intermationst appilcation kn computer readabie form
[[]  wumished submecrentiy to this Authortty for the pirposs of search
2. In addition, In the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table relating thereto has been fled

or fumishad, the required statamenta that the information in the subsequent or lﬁﬂonlleoﬁnhﬂonumlbhlﬂnﬂu
application as flled or doss not go beyond the application as Bed, as approprinte, were furnished

3, Addiional comments:

Form PCYASARZ10 {continuation of first shest {1]) {January 2004)




niemational application No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US2004/006470 20

Box Il Observstions where cerialn claima were iound unsearchabie (Continustion of tem 2 of first sheet)

This Intemational Search Report has not been established In respect of certaln claims under Asticie 17(2)(a) for the Ioliowing reasons:

1. m Claims Noa.:
bacause they relate 10 sublect matisr not requirad 1o be saarched by this Authorfty, namely:

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

2. [_] ciaims nos.:

becsuse thay reiaie to parts of the intemational Application that do not comply with the prescribed requirements to such
an axtant that no maaningiul Intemationsl Search can be carried out, apecificalty:

3 D Claims Nos.:
because thay are depandent ciaims and are not drafied in accordance with the second and third sentences of Rule 8.4(n).

Box Ul Obsarvations where unity of invention Is lscking (Continuation of ltem 3 of first sheet)

This Intemational Ssarching Authority found multipie inventiona in this internationsl application, as follows:

see additional sheet

1. D As all required additonal saarch fees were timely pald by the applicant, this intemational Search Report covers all
searchabls claims.

2. As all searchable ciaima coukd be ssarched without effort justifying an additional lee, this Authority did not lnvita payment
Dolmyuﬁlﬂnnnlho. o pe

3. As some of tha ired additional ssarch fees | the appiicant, this international Search Raport
mm:?-"wmmﬂummmm.meﬁﬂ%:“ y

5, 6, 9, 10, 12, 17 al1 totally; 1-4, 8, 13-16, 20 all partially

insofar as these claims relate to inventions 1isted under 1 (1.1 and 1.2) a
nd 3 {n Form PCT/ISA/206 (extra sheet)

4, D No required additional search leés ware timealy paid by the appicant. Consequently, thia Intemational Ssarch Report Is
restrictad to the Invention first mentioned in the claims: it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest [:]1headd&mulnlmhhnnwualammulnhdbyhnqutnmmpulnt
m No protest accompaniad the payment of addiional search fees.

Form PCTASA/210 {continuation of first sheet (2)) (January 2004)
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International Appliication No. PCT/US2004 /006470

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 210

Continuation of Box II.1

Although claims 1-6, 8-10 and 12-14 are directed to a method of
treatment of the human/animal body, the search has been carried out and
based on the alleged effects of the compound/composition.

Although claims 15-17 are directed to a diagnostic method practised on
the human/animal body, the search has been carried out and based on the
alleged effects of the compound/composition.
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Inemational Application No. PCT/US2004 006470

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA/ 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions 1in this international application, as follows:

1. claims: 5, 9, 18, 19 all totally; 1-4, 8, 13-17, 20 all
parttally

1.1. claims: 5, 9 a1l totally; 1-4, 8, 13-17, 20 all partially

A method comprising administering a therapeutically
effective amount of an agent to a mammal which has an
allergic or inflammatory (respiratory) disease, wherein said
agent inhibits an activity or expression (by RNA
interference or antisense mechanism) of a component of an
arginine metabolic pathway 1n a tissue affected by the
disease, and said component is arginase.

A method for identifying an agent, as claimed in claim 15,
insofar as the component 1s arginase.

Pharmaceutical composition related thereto.

1.2. claims: 18, 19 all1 totally

A method as claimed in claims 18 and 19.

2. claims: 1, 2, 11, 20 all partially

A method comprising administering a therapeutically
effective amount of an agent to a mammal which has an
allergic or inflammatory (respiratory) disease, wherein said
agent 1s alpha-difluoromethylornithine and inhibits an
activity of a component of an arginine metabolic pathway in
a tissue affected by the disease, said component being
arginase.

Pharmaceutical composition related thereto.

3. claims: 6, 10, 12 al1 totally; 1-4, 8, 13-17, 20 all partially

A method comprising administering a therapeutically
effective amount of an agent to a mammal which has an
allergic or inflammatory (respiratory) disease, wherein said
agent inhibits an activity or expression of a component of
an arginine metabolic pathway in a tissue affected by the
disease, and said component is a cationic amino acid
transporter.

A method for identifying an agent, as claimed in claim 15,
insofar as the component is a cationic amino acid
transporter.

Pharmaceutical composition related thereto,

4. claims: 7 totally; 1-4, 8, 11, 13-16, 20 all partially
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Iniernaionst Appiication No. PCT/US2004 006470

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 210

A method comprising administering a therapeutically
effective amount of an agent to a mammal which has an
allergic or inflammatory (respiratory) disease, wherein said
agent inhibits an activity or expression of a component of
an arginine metabolic pathway in a tissue affected by the
disease, and sald component 1s downstream of an arginase in
the pathway.

A method for identifying an agent, as claimed 1n claim 15,
insofar as the component 1s other than arginase and a
cationic amino acid transporter.

Pharmaceutical composition related thereto.
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mational Appliestion No
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mmmmmcumtﬂwmmmw“umm

A CLABSIFICATION OF BUBJECT MATTER
IPC 7 CIZN1§7i1 A61K31/198 A61K31/7088 A61K49/00 Cl12Q1/68

Ninkmum Gocumentasion saarched (claselfication sysiem folowsd by Clessticaiion symbols)
IPC 7 CI12N A61K Cl2Q A61P

Documentallon ssarched cther Man minknum docirnantslion 10 the &xten! tha! such documenis are included in the felds searched

EPO-Internal

Emcironic duia bass consuliad thuing e inlamational search (nams of tela bass and, wham praciical, search lamme usad)

€. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catagory * | Clation of doasnent, with indication, whare approprists. of the relsvanl pessages Ralsvant to ciaim No.
X WO 03/073990 A (CHILDREN’S HOSPITAL 1-6,
MEDICAL CENTER (1S) ROTHENBERG MARC 8-10,
ZIMMERMANN NIV) 13-20
12 September 2003 (2003-09-12)
Y page 3, paragraph 13-17 - page 4 2-4,6,8,
10,12,14
page 22, paragraph 65
page 23, paragraph 67
page 24 - page 25
page 30, paragraph 100
X WO 03/078578 A (LSU MEDICAL CENTER (US); 1-6,
OCHOA A.C; OCHOA J.B; POPESCU; ZEA; 8-10,
RODRIGUEZ) 25 September 2003 (2003-09-25) 13-17,20
Y page 2 3
page 16
page 21
the whole document
-/—
m Further documents ars lisied In the continuation of box C. D Palent tamily members are listed In anows,

* Spocial calegories of diad documnenis :

considered 1o be of particuiar levanca
E* 1::dwummulpﬁhhumurnmm-lumwum

*A" documant defing the ganaralsite of e &1 wich Wt oy Priority dale i 1l In confitt wih the but

cennol ba considered noval or cannal be conskiered o
b ﬁ:ﬂ:ﬁ;ﬂ:& tmmg:tnunphgm;hhwnar - hmhlT:H-ﬂnllpMMnﬁlﬂﬂmiﬂilthdﬂ.
cliation or cthar wpaciel rasson (a8 epecifisd) RN b CONTIRrSs 15 BVVEve A Pwarive Mep when the
0" documnent relenting o an oral disciosure. uss, exhibilion or documani is combined with ons or mos cther such docu—
other Maans :::;rmumthi-HHManh-hllmumulu
Pt thar umm'n-m"&b“ g ciate bet 3" cocumant member of he same palent family
Duis of 1he aciual compietion of the international saarch Dals of rmaling of the Ilsmational search repert
10 February 2005 04 03 2005
Name and maling address of the ISA Authorized officer
qunnFuumOMBI’ls&uru-m-mz
%E?MMTI 31651 apo i, :
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AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US2004 /006470

Casilla No. L. Bases de la opinién

1. Respecto al idioma, esta opinitn se ha establecido segiin Ia solicitud internacional en el idioma en el cual se
presentd, a menos que se indique de otro modo bajo este ftem.

[ Esta opinién se ha establecido segtin una traducci6n del idioma original al siguiente idioma  ,que esel
idioma de una traduccién proporcionada para la bisqueda internacional (bejo las Reglas 12.3 y 23.1(b)).

2, Respecto a cuaiquier nucleétido y/o secuencia aminoécida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invencién relvindicada, esta opinién se ha establecido segim:

a. tipo de material:

B4 un listado de secuencia
[[] tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material:

en formato escrito
4 en formato legible por computador

c. tiempo de presentacién/suministro:

[X] contenido en la solicitud internacional segiin se registré.
[X registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador.
] proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la bsqueda..

3. [J Ademis, en el caso en que més de una versitn o copia de un listado de secuencia y/o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacidn en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud segdn se present$ o no va mis allé
de la solicitud segin se registrd, segtin lo apropiado, fueron suministradas.

4. Comentarios adicionales:




OFINION ESCRITA DE LA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/US2004 /006470

Casilla No. II Prioridad

1. [] El siguiente documento no se ha presentado:
[ copia de la solicitud anterior cuya prioridad se ha reivindicado (Regla 43bis.1 y 66.7(a))-
[] traduccién de la solicitud anterior cuya prioridad se ha reivindicado (Regla 43bis.1 y 66.7(b))..

Por consiguiente, no ha sido posible considerar la validez de la reivindicacién de prioridad. Sin embargo, se ha
establecido esta opinién sobre el supuesto de que la fecha relevante es la fecha de la prioridad reivindicada.

2. [[] Se ha establecido esta opinién como si no se hubiese reivindicado ninguna prioridad debido al hecho de que se
ha encontrado que la reivindicacién de prioridad es invélida (Reglas 43bis.1 y 64.1). Por consiguiente, para los
fines de esta opinifin, se considera que la fecha de registro internacional indicada anteriormente es la fecha
relevante.

3. [X] No ha sido posible considerar Ia validez de la prioridad reivindicada porque una copia del documento de
prioridad no estaba disponible para el ISA en el momento en que se condujo la bisqueda (Regla 17.1). Esta
opinién, sin embargo, ha sido establecida sobre 1a suposicién de que la fecha relevante es la fecha de prioridad
reivindicada.

4. Observaciones adicionsles, si es necesario:




OFINION ESCRITADE LA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US2004/006470

Casilla No. III No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

Las preguntas de si la invencién reivindicada parece ser novedosa, comprender un nivel inventivo (ser no obvia) o ser
aplicable industrialmente no se han examinado respecto a:

(] toda la solicitud internacional,
P4 reivindicaciones Nos. 1-17, 20

porque:

dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 1-6, 8-10, 12-17, con respecto a aplicabilidad
industrial, se refieren a la siguiente materia objeto que no requiere un examen preliminar internacional
(especifique):
ver hoja separada

B 1a descripcién, reivindicaciones o dibujos (indique los elementos particulares a continuacidn) de dichas
reivindicaciones Nas. 1-6, 13-17, 20 todas parcialmente son tan poco claros que no se podria formar una opinién
significativa (especifique):
ver hoja separada

las reivindicaciones, o dichas reivindicaciones Nos. 1-6, 13-17, 20 todas parcialmente son sustentadas tan
inadecuadamente por la descripcién que no se podria formar una opinién significativa.

BQ no se ha establecido ningtin reporte de biisqueda internacional para toda la solicitud o para dichas
reivindicaciones Nos. 1-6, 13-17, 20 todas parcialmente (ver punto II1.2); 1-4, 7, 8, 11, 13-16, 20, en cuanto a
que se refieren a las invenciones 2 y 4 como se listan en la forma PCT/ISA/206

] Bl nucleétido y/o lista de secuencia aminodcida no cumple con el estindar proporcionado en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas en que:

Ia forma escrita O no se ha proporcionado
[ no cumple con el estdndar
el formato legible por computador ] no se ha proporcionado
O no cumple con e! estdndar
[] 1as tablas relacionadas con el nuclestido y/o lista de secuencia aminodcida, si estin en formato legible por

computador dnicamente, no cumplen con los requerimientos técnicos proporcionados en el Anexo C-bis de las
Instrucciones Administrativas.

[] Ver la hoja separada para més detalles

| Forma PCT/ISA/237 (Enero 2004)
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r AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US2004/006470

Casilla No. IV Falta de unidad de invenci6n

1. [X] En respuesta a la invitacién (Forma PCT/ISA/206) para pagar derechos adicionales, el solicitante ha:

Bd pegado derechos adicionales.
[0 pagado derechos adicionales bajo protesta.
[0 no pagado derechos adicionales.

2 1 FshAutoﬁdadmnbdqueelrequisimdeunidnddeinvencidnnosehnc;:mplidownymogiﬁminvimnl
solicitante a pagar derechos adicionales.

3. Esta Autoridad considera que el requisito de unidad de invencién de acuerdo con las Reglas 13.1,13.2y 13.3 es
[0 sehacumplido.
. (X no se ha cumplido por las siguientes razones:
ver hoja separada
4. Por consiguiente, este reporte ha sido establecido con respecto a las siguientes partes de la solicitud internacional:
[0 todas las partes.
BJ las partes que se relacionan con las reivindicaciones Nos. 5, 6, 9, 10, 12, 18, 19 todas totalmente; 1-4, 8, 13-

17, 20 todas parcialmente, en cuanto a que estas reivindicaciones se refieren a las invenciones 1.1, 1.2 y 3, como
se listan en la forma PCT/ISA /206

Casilla No. V Afirmacién razonada bajo la Regla 43bis.1(a)(l) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad
industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

. 1. Declaracién

Novedad (N) Si: Reivindicaciones 9,10, 12

No: Reivindicaciones 1-6, 8,13-20
Nivel Inventivo (IS) Si: Reivindicaciones

No: Reivindicaciones 1-6, 8-10,12-20
Aplicabilidad Industrial (IA) Si: Reivindicaciones 20

No: Reivindicaciones

2. Citaciones y explicaciones

ver hoja separada




OPINION ESCRITA DE LA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US2004/006470

Casilla No. VI Clertos documentos citados

1. Ciertos documentos publicados (Reglas 43bis.1 y 70.10)
y/o

2. Revelaciones no escritas (Reglas 43bis.1 y 70.9)
ver forma 210

Casflla No. VIII Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

Las siguientes observaciones sobre la claridad de las reivindicaclones, descripcién, y dibujos o sobre la pregunta
de si las reivindicaciones estin completamente soportadas por la descripcién, son hechas:

ver hoja separada

Forma PCT/ISA/237 (Enero 2004)
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AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
(HOJA SEPARADA) PCT/US2004/ 006470

Se hace referencia a los siguientes documentos:

Dl:

D2: -

D7:

D10:

D11:

D12:

MEURS H. et al.: "Arginase and asthma: novel insights into nitric oxide homeostasis and
airway hyperresponsiveness" TRENDS IN PHARMACOLOGICAL SCIENCES, vol. 24,
no. 9, 2003, paginas 450-455;

MEURS H. et al.: "Increased arginase activity underlies allergen-induced deficiency of
cNOS-derived nitric oxide and airway hyperresponsiveness BRITISH JOURNAL OF
PHARMACOLOGY, vol. 136, 2002, piginas 391-398;

ZIMMERMANN N. el al.: "Dissection of experimental asthma with DNA microarray
analysis identifies arginase in asthma pathogenesis" THE JOURNAL OF CLINICAL
INVESTIGATION, vol. 111, no. 12, Junio 2003, paginas 1863-1874;

KLASEN S. et al.: "Glucccorticoids inhibit ipopolysaccharide-induced up-regulation of
arginase in rat alveolar macrophages" BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY,
vol. 132, 2001, paginas 1349-1357;

WO 03/073990 A (CHILDREN'S HOSPITAL MEDICAL CENTER (US) ROTHENBERG M.;
ZIMMERMANN N.) 12 Septiembre 2003;

WO 03/078578 A (LSU MEDICAL CENTER (US); OCHOA A.C.; OCHOA ].B,; POPESCU
M.; ZEA A.H.; RODRIGUEZ P.C.) 25 Septiembre 2003;

WO 00/44766 A (RESEARCH DEVELOPMENT FOUNDATION (US); MACLEOD Carol
L) 3 Agosto 2000;

SCHNORR O. et al.: "The importance of cationic amino acid transporter expression in
human skin" JOURNAL OF INVESTIGATIVE DERMATOLOGY, vol. 120, no. 6, Junio
2003, paginas 1016-1022;

HAMMERMANN R. et al.: "Cationic proteins inhibit L-Arginine uptake in rat alveolar
macrophages and tracheal epithelial cells” AMERICAN JOURNAL OF RESPIRATORY
CELL AND MOLECULAR BIOLOGY, vol. 21, 1999, p4ginas 155-162;

MEURS H. et al.: "Deficiency of nitric oxide in polycation-induced airway hyperreactivity"
BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY, vol. 126, 1999, paginas 559-562;

SHAHANA S. et al.: "Effects of the cationic protein poly-L-arginine on airway epithelial
cells in vitro" MEDIATORS OF INFLAMMATION, vol. 11, 2002, p4ginas 141-148;

JONES H. et al.: "A comparison of allergen and polycation induced cutaneous responses in
the rabbit" BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY, vol. 133, 2001, p4ginas 1181-1189.

Forma PCT/ISA/237 (Hoja Separada) (Hoja 1) (EPO-Enero 2004)
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OPINION ESCRITADE LA

AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.

(HOJA SEPARADA) PCT/US2004/006470
Re Item II1

No establecimiento de la opinién con respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicabilidad
industrial

IIL.1). Las reivindicaciones 1-6, 8-10 y 12-17 se refieren a la materia de interés considerada por
esta Autoridad como cubierta por las provisiones de la Regla 67.1(iv) del PCI. En
consecuencia, no serd formulada ninguna opinién con respecto a la aplicabilidad industrial
de la materia de interés de estas reivindicaciones (Artfculo 34(4)(a)(I) del PCT).

II1.2). La actual reivindicacion 1 se refiere a un método que involucra un agente definido por
referencia a una caracterfstica o propiedad deseada, a saber que inhibe una actividad de
expresién de un componente (arginasa o transportador de aminoécido catiénico) de una
via metabdlica de la arginina en un tejido afectado por una enfermedad alérgica o
inflamatoria, el componente no es una sintasa de éxido nitrico.

Las reivindicaciones 2, 3 y 13, como se anexan a la reivindicacién 1, caracterizan ademﬁs la
o las enfermedades involucradas en la reivindicacién 1 y el mamffero en cuestién,
respectivamente.

Las reivindicaciones 4, 14 y 15 especifican una caracterfstica deseable adicional o propiedad
para dicho agente: la capacidad para enlazarse al componente (arginasa o transportador de
aminoédcido catiénico) o al polinucleétido que codifica para el componente (arginasa o
trasportador de aminoécido catiénico).

Las reivindicaciones 5 y 6 como se anexan a la reivindicacién 4, caracterizan ademds el
componente.

La reivindicacién 16, como se anexa a la reivindicacién 15, intenta definir ademds una
gente en términos de un método para su seleccidn, clasificacién o produccién.

La reivindicacién 17, como se anexa a la reivindicacién 15, caracteriza adicionalmente al
componente.

La reivindicacién 20 se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un agente
definido por referencia a una caracterfstica o propiedad deseable, a saber que es capaz de
inhibir una actividad o expresién de un componente no NOS (arginasa o transportador de
aminodcido catiénico) de una via metabdlica de la arginina.

Forma PCT/ISA/237 (Hoja Separada) (Hoja 2) (EPO-Enero 2004)
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Las reivindicaciones cubren todos los agentes que tienen estas caracterfsticas o
propiedades, mientras que la solicitud proporciona apoyo dentro del significado del
Articulo 6 del PCT y/o la descripcién dentro del significado del Articulo 5 del PCT
Ginicamente para un nmimero muy limitado de tales agentes (ver partes relevantes en la
descripcion).

En el presente caso, las reivindicaciones carecen asf de apoyo, y la solicitud carece de
descripcion, de modo que es imposible una btisqueda significativa y la opinién sobre la
totalidad del alcance reclamado.

Independientemente del razonamiento anterior, las reivindicaciones 1-6, 13-17 y 20

también carecen de claridad (Articulo 6 del PCT). Se realiza un intento para definir un

agente por referencia a un resultado que va a ser logrado y, para la reivindicacién 16, por
. referencia a un método de seleccién, clasificacién o produccién.

Nuevamente, esta falta de claridad en el presente caso es tal como para hacer posible una

blsqueda significativa sobre la totalidad del alcance reclamado.

En consecuencia, la biisqueda y la presente opinién ha sido restringida a aquellas partes de
las reivindicaciones que parecen ser al menos en parte claras, apoyadas y descritas, a saber
aquellas partes relacionadas a las moléculas antisentido, 5iARNs y anticuerpos.

I11.3). El Solicitante ha pagado los derechos de biisqueda adicionales requeridos, Ginicamente para
la tercera invencién, como se lista en la forma PCT/ISA/206.
Por lo tanto, no ha sido establecido ningiin Reporte de Btsqueda Internacional para la
materia de interés relacionada a las invenciones 2 y 4 como se listan en la forma
PCT/ISA/206.
En consecuencia, no es establecida ninguna opini6én para la materia de interés relaciona a la
invenci6n diferente de las invenciones 1.1, 1.2 y 3.

Forma PCT/ISA/237 (Hoja Separada) (Hoja 3) (EPO-Enero 2004)
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Re Item IV
Falta de unidad de invencién

IV.1). El concepto comtn subyacente a las invenciones descritas en la presente solicitud, es que
los componentes de la via metabélica de Ia arginina estén involucrados en la patogénesis
de las enfermedades alérgicas e inflamatorias (respiratorias), tales como el asma. Este
concepto comtn no es novedoso (Regla 13.1 del PCT).

Los documentos D1 y D2 describen un papel para la arginasa en la patofisiologfa del asma.
Ambos documentos sugieren la aplicacién de los inhibidores de arginasa selectivos en la
terapia del asma (D1: ver en particular pégina 452 y las notas concluyentes. D2: ver en
particular la discusi6n).

Los documentos D3 y D5 identifican la arginasa I, la arginasa II y el transportador 2 de
aminoécido catiénico, como particularmente prominentes entre los genes de firma del
asma. Los autores concluyen que estos resultados proporcionan una base para dirigirse
farmacologicnmente al metabolismo de la arginina en trastornos alérgicos (D3 y D5: extracto y
pasajes relevantes a todo lo largo de los documentos completos). D5 describe también el
uso de los compuestos antisentido de la arginasa en la terapia del asma (D5: p4gina 22).

El documento D4 describe que la arginasa puede jugar un papel en la hiperrespuesta de las
vias respiratorias y que los glucocorticoides inhiben la supra-regulacion inducida por LPS de ln
actividnd de la arginasa, un efecto que puede contribuir a los efectos benéficos de los glucocorticoides
en el tmtamiento de las enfermedades inflamatorias de las vias respiratorias (D4: extracto y pasajes
relevantes a todo lo largo del artfculo completo).

El documento D6 describe el uso de las moléculas antisentido de arginasa en la terapia de
las enfermedades pulmonares tales como COPD (Dé: pdginas 2 y 21).

Forma PCT/I5A/237 (Hoja Separads) (Hoja 4) (EPO-Enero 2004)
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IV.2). A la luz de esta técnica anterior, el problema subyacente a la presente solicitud es la
provisién de objetivos (adicionales), con el fin de derivar los inhibidores para terapia. Las
soluciones, como se describen y se reclaman en la presente solicitud, pueden ser resumidas
como la provisién de tres (grupos de) objetivos (por ejemplo, arginasa, transportador de
aminoécido catiénico, componente(s) corriente abajo de una arginasa en la via metabdlica
de la arginina) e inhibidores relacionados a éste.

Respecto a la arginasa, a Ia luz de la técnica anterior disponible, la caracterfstica técnica
especial, dentro del significado de la Regla 13.2 del PCT, de cada uno de los componentes
que se dirigen a la arginasa es la naturaleza del “componente” mismo.

Los componentes que actttan por interferencia del ARN, el mecanismo antisentido y los
anticuerpos, fueron no obstante agrupados conjuntamente, a favor del Solicitante.

Q IV.3). Debido al hecho de que era ya conocido que los componentes de la vfa metabélica de la
arginina estaban involucrados en la patogénesis de enfermedades alérgicas e inflamatorias
(respiratorias), tales como el asma, debido a Ia diferencia en las estructuras primarias de los
“componentes”, que no son compartidas entre las invenciones, debido a la diferencia en la
estructura y la naturaleza de los agentes reclamados, y debido al hecho de que ninguna
otra caracterfstica técnica puede ser distinguida la cual, a la luz de la técnica anterior,
podria ser considerada como especial, la caracterfstica técnica comdn, el ISA es de la
opinién de que no existe concepto inventivo tinico subyacente a la pluralidad de
invenciones reclamadas de la presente solicitud, en el sentido de la Regla 13.2 del PCT.

Forma PCT/ISA/237 (Hoje Separada) (Hoja 5) (EPO-Enero 2004)
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(HOJA SEPARADA) PCT/U52004 /006470
Reltem V

Declaracién razonada con respecto a la novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial;
citaciones y explicaciones que apoyan tal declaraci6n

VA

V.2).

V.3).

VA4).

Los documentos D1 y D2 describen un papel para la arginasa en la patofisiologfa del asma.
Ambos documentos sugieren la aplicacién de los inhibidores de arginasa selectivos, tales
como nor-NOHA en la terapia del asma (D1: ver en particular paginas 452-453 y las notas
concluyentes; D2: ver en particular la discusién).

El documento D1 establece en la pdgina 453 que el incremento en la expresidn y la actividad de
la arginasa...puede estar involucrado en la remodelacidn de las vins respiratorias inducidas por ln
inflamacion, en el asma crénico...Ademas de esto, D1 establece en la pigina 452 que la
poli-L-arginina inhibe la captacidn celular de ln L-arginina por los transportadores de aminofcidos
catidnicos especificos.

El documento D2 describe también un método para probar la actividad de un inhibidor de
arginasa especffico (nor-NOHA) en un modelo de cobayo de asma alérgico (D2: ver pasajes
relevantes a todo lo largo del documento completo).

Los documentos D3 y D5 identifican, a través de anélisis de microarreglo de ADN, la
arginasa I, la arginasa II y el transportador 2 de aminodcido catiénico, particularmente
prominentes entre los genes de firma del asma. Los autores concluyen que estos resultados
proporcionan una base para dirigirse farmacoldgicamente al metabolismo de la arginina en
trastornos alérgicos (D3 y D5: extracto y pasajes relevantes a todo lo largo de los documentos
completos). D5 describe también el uso de la arginasa y los compuestos antisentido de
CAT2 en la terapia del asma (D5: péginas 22 y 30).

El documento D6 describe el uso de las moléculas antisentido de la arginasa y de los
inhibidores de CAT2 en la terapia de las enfermedades pulmonares tales como COPD

(Dé: paginas 2, 16 y 21).

La materia de interés de las reivindicaciones 1-6, 8 y 13-20 es por lo tanto no novedosa
(Articulo 33(2) del PCT; ver también las notas bajo el inciso VIIL1).

Forma PCT/ISA/237 (Hoja Separeda) (Hoja 6) (EPO-Enero 2004)
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V.5). Las reivindicaciones 4-6 (en cuanto a que éstas se refieren a un método que involucra un

V.6).

agente capaz de enlazarse a la arginasa o a un transportador de aminoécido cati6nico), 8
(en cuanto a que ésta se refiere a un método que involucra un agente que inhibe la
expresién de la arginasa o de un transportador de aminodcido catiénico por interferencia
del ARN), 9, 10, 12 y 14-17 (en cuanto a que se refieren a un método que involucra un
agente capaz de enlazarse a la arginasa o a un transportador de aminodcido catiénico)
cumplen los requerimientos del Articulo 33(2) del PCT debido a que su materia de interés
no fue descrita en la téchica anterior disponible.

Ambos documentos D5 y D6 pueden ser considerados como representantes del estado més
relevante de la técnica. Estos documentos describen un papel para la arginasa y del
transportador 2 de aminoécidos catibnicos en la patofisiologfa del asma y otras
enfermedades pulmonares tales como COPD, como ya se coment$ bajo los puntos previos
V.2) y V.3), de los cuales difiere la materia de interés de las reivindicaciones 4-6, 8-10, 12 y
14-17, en que un agente capaz de enlazarse al componente (arginasa o h'ansporlndgr de
aminoécido catifnico), las moléculas de siARNS, lisina o los polipéptidos catiénicos, 'son
utilizados en los métodos discutidos en estas reivindicaciones.

El problema que va a ser resuelto por la presente invencién puede ser por lo tanto
considerado como la provision de inhibidores de arginasa selectivos o del transportador de
amino4cido catiénico y los métodos relacionados para su identificacion.

La solucién propuesta en las reivindicaciones 4-6, 8-10, 12 y 14-17 de la presente solicitud
no puede ser considerada como poseedora de una nivel inventivo (Articulo 33(3) del PCT)
por las siguientes razones: la sugerencia de los documentos D5 y D6 podria ser tomada por
la persona experta en la técnica como un incentivo para identificar inhibidores especfficos
adicionales. A este respecto, se debe notar que el uso de las moléculas de siARN o de
anticuerpos especificos para bloquear la actividad de un polipéptido/enzima es bien
conocido por la persona de experiencia en la técnica, y bien establecido en el campo
técnico.

Forma PCT/ISA/237 (Hoia Separada) (Hola 7) (EPO-Enero 2004)
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V.7).

V8).

Como un asunto de hecho, el documento D7 describe los métodos para inhibir el transporte
de aminoécido catiénico por medio de la tecnologfa antisentido y anticuerpos espectficos
para el transportador de CAT?2, aplicado a la terapia del céncer y otras enfermedades.
(D7: ver pasajes relevantes a todo lo largo del documento completo).

Podrfa ser por lo tanto obvio para la persona de experiencia en la técnica, con respecto a las
sugerencias indicadas en los documentos D5-D7, y con respecto también al hecho de que
un modelo animal de asma alérgico era disponible de D2, para probar las moléculas de
siARN o los anticuerpos especificos, con el fin de identificar inhibidores de arginasa
es icos, adicionales, 0 inhibidores adicionales de un transportador de aminoécidos
cati6nicos.

Al hacer esto, la persona experta en la técnica habria llegado a un resultado que cae dentro
del alcance de las reivindicaciones 4-6, 8-10 y 14-17 sin intervencién de ninguna habilidad
inventiva, con una actitud positiva y con una expectativa razonable de éxito, requiriendo
nada extraordinario, siendo todo un asunto de conveniencia técnica.

Ademis de esto, debe remarcarse que es conocido de la técnica anterior que la lisina es un
inhibidor o transportador 2 de aminoécidos catiénicos, como a partir del documento D8
(D8: extracto y pasajes relevantes a todo lo largo del documento completo).

Seria por lo tanto obvio, a saber cuando va a ser logrado el mismo resultado, el probar la
lisina como un agente terapéutico para enfermedades donde va a ser inhibida la actividad
de un transportador de amino4cidos catiénicos, o a partir de la ensefianza de D5 o D6,
llegando de este modo a un resultado que cae dentro del alcance de la reivindicacion 12.

La misma nota puede aplicar, en principio, también para la materia de interés de la
reivindicacién 12, concerniente a un método que involucra un polipéptido cati6nico. Se
sabe de la técnica anterior que la poli-L-arginina es un inhibidor de un transportador de
aminoécido catiénico, como a partir del documento D1 (D1: pagina 452) y D9 (D9: ver
pasajes relevantes a todo lo largo del documento completo).

Forma PCT/ISA/237 (Hoja Separada) (Hoja 8) (EPO-Enero 2004)
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v.9).
¢

No obstante, a partir de la ensefianza de los documentos D10-D12, parece que el
tratamiento con poli-L-arginina induce la hiper-reactividad de las vias respiratorias, o las
respuestas inflamatorias (D10-D12: ver pasajes relevantes a todo lo largo del documento
completo).

Esta inconsistencia entre el efecto descrito y reclamado en la presente solicitud, y aquel
descrito en D10-D12, conduce a dudas de si los polipéptidos catiénicos podrfan en verdad
resolver o no el problema técnico establecido.

Si los polipéptidos catiénicos fallan en verdad en resolver el problema técnico establecido,
no podrfa ser reconocido ningin nivel inventivo para la materia de interés de la
reivindicacién 12 (Articulo 33(3) del PCT).

La materia de interés de las reivindicaciones 4-6, 8-10, 12 y 14-17 no involucra por lo tanto
ningtin nivel inventivo (Artfculo 33(3) del PCT).

V.10).La posibilidad de aplicabilidad industrial de las reivindicaciones 18-20 es reconocida

(Articulo 33(4) del PCT).

V.11). Para la evaluacién de las presentes reivindicaciones 1-6, 8-10 y 12-14 sobre la cuesti6én de si

éstas son industrialmente aplicables, no existen criterios unificados en los Estados
Contratantes del PCT. La patentabilidad puede también ser dependiente de la
formulacién de las reivindicaciones. El EPO, por ejemplo, no reconoce como
industrialmente aplicable la materia de interés de las reivindicaciones para el uso de un
compuesto en el tratamiento médico, pero puede permitir, no obstante, las
reivindicaciones para un compuesto conocido para el primer uso en el tratamiento médico,
y el uso de tal compuesto para la fabricacion de un medicamento para un nuevo
tratamiento médico.
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Re Item VI
Ciertos documentos citados
Ciertos documentos publicados
Solicitud No. Fecha de Pecha de Fecha de prioridad
Patente No. publicacién presentacién (retoindicacién valida)
(dia/mes/aiio) (dia/mes/aiio) (dfa/mes/ario)
WO 2004/073623 2 Septiembre 2004 13 Febrero 2004 14 Febrero 2003
. Re Item VIII

Ciertas observaciones en la solicitud internacional

VIII.1). La presente reivindicacién 1 se refiere a un método que involucra un agente definido
por referencia a una caracterfstica o propiedad deseable, a saber que éste inhibe una
actividad o expresién de un componente (arginasa o transportador de aminoécido
catiénico) de una via metabélica de la arginina en un tejido afectado por una enfermedad
alérgica o inflamatoria, dicho componente no es una sintasa del 6xido nitrico.

Las reivindicaciones 2, 3 y 13, como se anexan a la reivindicaci6n 1, caracterizan ademés la

o las enfermedades mencionadas en la reivindicacién 1 y el mamifero en cuestién,

respectivamente.

Las reivindicaciones 4, 14 y 15 especifican una caracterfstica o propiedad deseable adicional

para dicho agente: la capacidad para enlazarse al componente (arginasa o transportador de

aminoécido cationico) o al polinuclestido que codifica para el componente (arginasa o
. transportador de aminoécido catiénico).

Las reivindicaciones 5 y 6, como se anexan a la reivindicacion 4, caracterizan ademis al

componente.

La reivindicacién 16, como se anexa a la reivindicacién 15, intenta definir ademés un

agente en términos de un método para su seleccién, clasificacién o produccién.

La reivindicacién 17, como se anexa a la reivindicacién 15, caracteriza ademss al

componente.

La reivindicacién 20 se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un agente

definido por referencia a una caracterfstica o propiedad deseable, a saber que es capaz de

inhibir una actividad o expresi6én de un componente no NOS (arginasa o transportador de

aminoécido catiénico) de una via metabélica de la arginina.

Forma PCT/ISA/237 (Hoja Separada) (Hoja 10) (EPO-Enero 2004)
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Las reivindicaciones cubren todos los agentes que tienen esta caracteristica o propiedad,
mientras que la solicitud proporciona apoyo dentro del significado del Articulo 6 del PCT
y/o la descripcién dentro del significado del Articulo 5 del PCT dnicamente para un
nimero muy limitado de tales agentes (anticuerpos, moléculas antisentido y siARN, los
agentes mencionados en la pagina 15 de la presente solicitud).

Por lo tanto, los requerimientos de los Articulos 5 y 6 del PCT no son cumplidos, ya que la
materia de interés de las reivindicaciones 1-6, 13-17 y 20 no es suficientemente descrita y
apoyada.

Independientemente del razonamiento anterior, las reivindicaciones 1-6, 13-17 y 20
también carecen de claridad (Articulo 6 del PCT). Se realiza un intento para definir un
agente por referencia a un resultado que va a ser logrado y, para la reivindicacién 16, por
referencia a un método de seleccién, clasificacién o producci6n.

VIII.2) A partir de la ensefianza de los documentos D10-D12, ya discutidos bajo el punto V.8)

previo, parece que el tratamiento con poli-L-arginina reduce la hiper-reactividad de las vias
respiratorias, o las respuestas inflamatorias (D10-D12: ver pasajes relevantes a todo lo largo
del documento completo), en vez de proporcionar un efecto positivo. Esta inconsistencia
entre el efecto descrito y reclamado en la presente solicitud, y uno descrito en D10-D12,
conduce a dudas respecto a la materia para la cual se busca la proteccién, haciendo de este
modo no clara a 1a materia de interés de la reivindicacién 12 (Articulo 6 del PCT).

Forma PCT/ISA /237 (Hoja Separada) (Hoja 11) (EPO-Enero 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE intemnational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2004006470

Box No.| Basais of the opinion

. With regard 1o the lenguage, this opinion has been establishad on the basis of the intemational application in
the language in which It was filed, unless otherwise indicated under this item.

O This opinion has been established on the basis of a transiation from the original language into the following
language , which is the language of a translation furnished for the purposes of international search
(under Rules 12.3 and 23.1(b)).

. With regard to any nuclectide and/or amino acid sequence disclosed in the intermational application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been astablished on the basis of:

a. type of material:
a saquencs listing
O tabie(s) related to the sequence listing
b. format of material:
E in written format
in computer readable form
¢. time of filingfurnishing:
B contained in the intemational application as filed.
B2 filed together with the international application in computer readable form.
O tumished subsaquently to this Authority for the purposes of search.

3. O n addition, In the case that more than one version or copy of a sequence listing andbr table relating thereto

has been filed or fumighed, the required statements that the information in the subsequent or adkiitional
copies is identical to that In the application as filed or does nat go beyond the application as tiled, as
appropriate, were furnished.

4. Additional comments:

Form PCTIRAIZAT £ lanaare 200dY
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WRITTEN OPINION OF THE Intemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAJS2004006470

Box No. |l Priority

1. O The following document has not been fumished:
O copy of the earller application whose priority has been claimed (Rule 43bis_1 and 66.7(a)).

O transiation of the earlier application whose priority has been claimed (Rule 43bis.1 and 88.7(b)).

Consequently it has not been possibia to consider the validity of the priority claim. This opinion has
nevertheless been astabliched on the assumption that the relevant date (s the claimed priarity date.

2. O This opinion has been established as ¥ no priority had been claimed due to the fact that the priority claim
has been found Invalid (Rules 43bis.1 and 64.1). Thus for the purposes of this opinion, the intemational
filing date indicated above is considered to be the relevant date.

3. B i has not been possible to consider the validity of the priority claim bacause a copy of the priority document
was not available to the ISA at the time that the search was conducted (Rule 17.1). This opinfon has
nevertheless been egtablished on the assumption that the relevant date is the claimed priority date.

4. Additional gbservations, if necessary:

Form PCTISA/ 237 {(January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE international application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAJS2004006470

Box No. lll Non-astablishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and Industrisl
applicabliity

The questions whether the claimed invention appears to be navel, to involve an inventive step (1o be non
obvious), or 1o be industrially applicable have not been examined in respect of:

O

the entire intemational application,
claims Nos. 1-17, 20

because:

the said international application, or the said claimg Nos. 1-6, 8-10, 12-17, with respect to industrial
applicabliity, relate to the following subject matter which does not require an intemnational preliminary
examination (specify).

sse separate shest

the description, claims or drawings (indicate particuler elements below) or said claims Nos. 1-6, 13-17, 20
all partially are so unclear that no meaningful opinion could be formed (speciy):

see separate sheet

the claims, or sald claims Nos. 1-8, 13-17, 20 all partially are so Inadequately supported by the description
that no meaningiul opinion could be formed.

no international ssarch report has been established for the whale application or for said claims Nos. 1-6,
13-17, 20 all partially (see point 111.2)); 1-4, 7, 8, 11, 13-16, 20, insofar as they relate to inventions 2 and 4
as Ksted in form PCTASA208

the nucieotide andor amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that:

the written form 00 has not been fumished
does not comply with the standard
has not been fumished
does not comply with the standard

the tables related 1o the nucleotide andbr amino acid sequence listing, If in computer readable form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annax C-bis of the Administrative Instructions.

the computer readable form

ooag

See soparate sheet for further details

form PCTASA/ 237 (Jaruary 2004)
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INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2004006470

Box No. IV Lack of unity of invention

1. B In response fo the invitation {Form PCTASA/Z206) to pay additional fees, the applicant has:
2 paid additional fees.
O paid additional fees under protest.
O not paid additional fees.
2. {1 This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose not to invite
the applicant to pay additional fees.
3. This Autharity considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rule 13.1, 13.2 and 133 ig

03 compled with
B not comptied with for the following reasons:
set soparate sheet
4. Consequently, this report has been established in respect of the following parts of the intemational application:
O allpans.

& the parts relating to claims Nos. 5, 6, 8, 10, 12, 18, 19 all totally; 1-4, 8, 13-17, 20 gt partially, Insofar as
these claims relate to the inventions 1.1, 1.2 and 3, as listed in form PCTASA/208

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(l) with regard to noveity, Inventive step or
industrial spplicablitty; citations and sxpisnations supporting such statement

1. Statement
Novaelty (N) Yes: Claims 8, 10, 12
No: Claims 1-6, 8, 13-20
inventive step (IS) Yes: Claims
No: Claims 1-8, 8-10, 12-20
industrial applicability (1A) Yes: Claims 20

No: Claims

2. Chations and explanations
seo separate sheet

Form PCTASA/ 237 (January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE Intemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2004006470

Box No. VI Cenain documents chied

1. Certain published documents {Rules 43bis.1 and 70.10)
and /or

2. Non-written disclosures (Rules 43bis.1 and 70.9)
see form 210

Box No. Vill Certain observations on the international application

The foliowing observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separste shoet

Form PCTASA/237 {January 2004)
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Reference is made to the following documents:

Di:

D2:

D3:

D5:

D6:

D7:

D8:

D8:

D10:

D11:

D12:

MEURS H. et al.: “ Arginase and asthma: novel insights into nltric oxide homeostasis and
airway hyperresponsiveness " TRENDS IN PHARMACOLOGICAL SCIENCES, vol. 24, no.
9, 2003, pages 450-455,

MEURS H. et al.: " Increased arginase activity underlies allergen-induced deficiency of
cNOS-derived nitric oxide and airway hypermresponsivenass * BRITISH JOURNAL OF
PHARMACOLOGY, vol. 136, 2002, pages 391-398;

ZIMMERMANN N. et al.: * Dissection of experimental asthma with DNA microarray
analysis identifies arginase in asthma pathogenesis " THE JOURNAL OF CLINICAL
INVESTIGATION, vol. 111, no. 12, June 2003, pages 1863-1874;

KLASEN S. st al.: " Giucocorticolds Inhibit lipopolysaccharide-induced up-regulation of
arginase in rat alveolar macrophages " BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY, vol.
132, 2001, pages 1349-1357;

WO 03/073980 A (CHILDREN'S HOSPITAL MEDICAL CENTER (US) ROTHENBERG M.;
ZIMMERMANN N.) 12 September 2003;

WO 03/078578 A {LSU MEDICAL CENTER (US); OCHOA A.C.; OCHOA J.B.; POPESCU
M.; ZEA A.H.; RODRIGUEZ P.C.) 25 September 2003;

WO 00/44766 A (RESEARCH DEVELOPMENT FOUNDATION {US); MACLEOD Carol L.)
3 August 2000,

SCHNORR O. et al.: * The importance of cationic amine acid transporter expression in
human skin * JOURNAL OF INVESTIGATIVE DERMATOLOGY, vol. 120, no. 6, June
2003, pages 1016-1022;

HAMMERMANN R. et al.: " Cationic proteins inhibit L-Arginine uptake in rat alveclar
macrophages and tracheal epithelial cells * AMERICAN JOURNAL OF RESPIRATORY
CELL AND MOLECULAR BIOLOGY, vol. 21, 1989, pages 155-162;

MEURS H. et al.: * Deficlency of nitric oxide in polycation-induced airway
hyperreactivity * BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY, vol. 126, 1999, pages 559-
562;

SHAHANA 8. et al.: " Effects of the cationic protein poly-L-arginine on alrway
epithelial cells in vitro " MEDIATORS OF INFLAMMATION, vol. 11, 2002, pages 141-148;

JONES H. et al.: * A comparison of allergen and polycation induced
cutaneous responses in the rabbit " BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY, vol. 133,
2001, pages 1181-1189,

Form PCTASA/237 (Separate Sheet) {Sheet 1) (EPO-January 2004)
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INTERNATIONAL SEARCHING :
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2004/006470
Be item Il

Non-establishment of opinion with regard to noveity, Inventive step and Industrial
applicabllity

I.1). Claims 1-6, 8-10 and 12-17 relate to subject-matter considered by this
Authority to be covered by the provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no
opinion will be formulated with respect to the industrial applicability of the subject-
matter of these claims (Article 34(4){a)(l) PCT).

n.2). Present claim 1 relates to a method involving an agent defined by reference
to a desirable characteristic or property, namely that it inhibits an activity or
expression of a component (arginase or cationic amino acid transporter) of an
arginine metabolic pathway in a tissue affected by an allergic or inflammatory
disease, said component not being a nitric oxide synthase.

Claims 2, 3 and 13, as appended to claim 1, further characterize the disease(s)
concerned in claim 1 and the mammal concemed, respectively.

Claims 4, 14 and 15 specify a further desirable characteristic or property for said
agent: the capability to bind to the component (arginase or cationic amino acid
transporter) or to the polynucleotide encoding the component (arginase or cationic
amino acid transporter).

Claims 5 and 6, as appended to claim 4, further characterize the component.
Claim 16, as appended to claim 15, further tries to define an agent in terms of a
method for its selection, screening or production.

Claim 17, as appended to claim 15, further characterize the component.

Claim 20 relates to a pharmaceutically composition comprising an agent defined
by reference to a desirable characteristic or property, namely that it is capable of
inhibiting an activity or expression of a non-NOS component (arginase or cationic
amino acid transporter) of an arginine metabolic pathway.

The claims cover all agents having these characteristics or properties, whereas

Form PCTASA237 (Separnie Shest) (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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the application provides support within the meaning of Article 6 PCT and/or
disclosure within the meaning of Article 5 PCT for only a very limited number of
such agents (see relevant parts in the description).

In the present case, the claims so lack support, and the application so lacks
disclosure, that a meaningful search and opinion over the whole of the claimed
scope is impossibie.

Independent of the above reasoning, claims 1-6, 13-17 and 20 also lack clarity
(Article 6 PCT). An attempt is made to define an agent by reference to a result to
be achieved and, for claim 16, by reference to a method of selection, screening or
production.

Again, this lack of clarity in the present case is such as to render a meaningful
search over the whole of the claimed scope impossible.

Consequently, the search and present opinion has been restricted to those parts
of the claims which appear to be at least in part clear, supported and disciosed,
namely those parts relating to antisense molecules, siRNAs and antibodies.

L.3). The Applicant has paid the required additional search fees only for the third
invention, as listed in form PCT/ISA/206.
Therefore, no International Search Report has been established for the subject-
matter related to the inventions 2 and 4 as listed in form PCT/ISA/206.
Consequently, no opinion is established for the subject-matter related to the
inventions other than inventions 1.1, 1.2 and 3.

Form PCTASA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-January 2004)
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INTERNATI NAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2004/006470
Lack of unity of Invention
IV.1). The common concept underlying the inventions disclosed in present

application is that components of the arginine metabolic pathway are involved in
the pathogenesis of allergic and inflammatory (respiratory) diseases, such as
asthma. This common concept is not novel (Rule 13.1 PCT).

Documents D1 and D2 disclose a role for arginase in the pathophysiology of
asthma. Both documents suggest application of selective arginase inhibitors in

therapy of asthma (D1: see in particular page 452 and the concluding remarks.
D2: see in particular the discussion).

Documents D3 and D5 identify arginase |, arginase Il and the cationic amino acid
transporter 2 as particularly prominent among the asthma signature genes. The
authors conclude that these resuits provide a basis for pharmacologically targeting
arginine metabolism in allergic disorders (D3 and D5: abstract and relevant
passages throughout the entire documents). D5 discloses also the use of arginase
antisense compounds in therapy of asthma (D5: page 22).

Document D4 discloses that arginase may play a role in airway
hyperresponsiveness and that glucocorticoids inhibit LPS-induced up-regulation of
arginase activity, an effect which may contribute to the beneficial effects of
glucocorticoids in the treatment of inflammatory airways diseases (D4: abstract
and relevant passages throughout the entire article).

Document D6 discioses the use of arginase antisense molecules in therapy of
pulmonary diseases such as COPD (D6: pages 2 and 21).

IvV.2). In the light of this prior art, the problem underlying present application is the
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provision of (further) targets, in order to derive inhibitors for therapy. The solutions,
as disclosed and claimed in present application, can be summarised as the
provision of three (groups of) targets (i.e. arginase, cationic amino acid
transporter, component(s) downstream of an arginase in the arginine metabolic
pathway) and inhibitors related thereto.

Concerming arginase, in the light of the available prior art, the special technical
feature, within the meaning of Rule 13.2 PCT, of each of the components
targeting arginase is the nature of the " component " itself.

Components acting by RNA interference, antisense mechanism and antibodles
were however grouped together, in favour of the Applicant.

IV.3). Due to the fact that It was already known that components of the arginine
metabolic pathway were involved in the pathogenesis of allergic and inflammatory
(respiratory) diseases, such as asthma, due to the difference in the primary
structures of the " components *, which are not shared among the inventions, due
to the difference in the structure and nature of the agents claimed, and due to the
fact that no other technical feature can be distinguished which, in the light of the
prior art, could be regarded as special, common technical feature, the ISA is of the
opinion that there is no single inventive concept underlying the plurality of claimed
inventions of the present application in the sense of Rule 13.2 PCT.

RoltemV
Reasoned statement with regard to noveity, inventive step or Industrial
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applicabliity; citations and explanations supporting such statement

V.1). Documents D1 and D2 disclose a role for arginase in the pathophysiology of
asthma. Both documents suggest application of selective arginase inhibitors, such
as nor-NOHA, in therapy of asthma (D1: see in particular pages 452-453 and the
concluding remarks; D2: see in particular the discussion).

Document D1 states on page 453 that increase in expression and activity of
arginase ... might be involved in inflammation-induced airway remodelling in
chronic asthma .... In addition to this, D1 states on page 452 that poly-L-arginine
inhibit the cellular uptake of L-arginine by specific cationic amino acid y*

transporters

Document D2 discloses also a method of testing the activity of a specific arginase
inhibitor {(nor-NOHA) in a guinea-pig mode! of allergic asthma (D2: see relevant
passages throughout the entire document).

V.2). Documents D3 and D5 identifies, through DNA microarray analysis, arginase
I, arginase Il and the cationic amino acid transporter 2 as particularly prominent
among the asthma signature genes. The authors conclude that these resuits
provide a basis for pharmacologically targeling arginine metabolism in allergic
disorders {D3 and D5: abstract and relevant passages throughout the entire
documents). D5 discloses also the use of arginase and CAT2 antisense
compounds in therapy of asthma (D5: pages 22 and 30).

V.3). Document D6 discioses the use of arginase antisense molecules and of
CAT2 inhibitors in therapy of pulmonary diseases such as COPD (D6: pages 2, 16
and 21).

V.4). The subject-matter of claims 1-6, 8 and 13-20 is therefore not novel
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(Article 33(2) PCT, see also the remarks under ltem VIil.1).

V.5). Claims 4-6 (insofar as it refers to a method involving an agent capable of
binding to arginase or to a cationic amino acid transporter), 8 (insofar as it refers
to a method involving an agent inhibiting expression of arginase or of a cationic
amino acid transporter by RNA interference), 9, 10, 12 and 14-17 (insofar as they
refer to a method involving an agent capable of binding to arginase or to a cationic
amino acid transporter) meet the requirements of Article 33(2) PCT because their
subject-matter was not disclosed in the available prior art.

V.6). Both documents D5 and D6 can be considered to represent the most
relevant state of the arnt. These documents disclose a role for arginase and of the
cationic amino acid transporter 2 in the pathophysiology of asthma and other
pulmonary diseases such as COPD, as already commented under previous points
V.2) and V.3), from which the subject-matter of claims 4-6, 8-10, 12 and 14-17
differs, in that an agent capable of binding to the component (arginase or cationic
amino acid transporter), siRNAs molecules, lysine or cationic polypeptides are
used in the methods concerned in these claims.

The problem to be solved by the present invention may therefore be regarded as
the provision of further selective arginase or cationic amino acid transporter
inhibitors and related methods for their identification.

The solution proposed in claims 4-6, 8-10, 12 and 14-17 of the present application
cannot be considered as involving an inventive step {(Article 33(3) PCT) for the
following reasons: the suggestion of documents D5 and D6 woukd be taken by the
person skilied in the art as an incentive to identify further specific inhibitors. In this
respect, it should be remarked that the use of siRNA molecules or of specific
antibodies to block the activity of a polypeptide/enzyme is well known to the
person skilled in the art and well established in the technical field.
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As a matter of fact, document D7 discioses methods of inhibiting cationic amino
acid transport by means of antisense and antibody technology specific for the
CAT2 transporter, applied to the therapy of cancer and other diseases. (D7: see
relevant passages throughout the entire document).

It would therefore be obvious to the person skilled in the art, having regard to the
suggestions indicated in documents D5-D7, and having regard also to the fact that
an animal model of allergic asthma was available as from D2, to test siRNA
molecules or specific antibodies in order to identify further specific arginase
inhibltors, or further inhibitors of a cationic amino acid transporter.

By doing so, the person skilled in the art would have arrived at a result falling
within the scope of claims 4-6, 8-10 and 14-17 without intervention of any
inventive skill, with a positive attitude and with a reasonable expectation of
success, requiring nothing extraordinary, all being a matter of technical
convenience.

V.7). In addition to this, it should be remarked that it is known from the prior art
that lysine is an inhibitor of cationic amino acid transporter 2, as from document
D8 {DB: abstract and relevant passages throughout the entire document).
It would therefore be obvious, namely when the same result is to be achieved, to
fest lysine as a therapeutic agent for diseases where the activity of a cationic
amino acid transporter is to be inhibited, as from the teaching of D5 or D8, thus
arriving at a resuft falling within the scope of claim 12.

v.8). The same remark might apply, in principle, also to the subject-matter of claim
12 concerning a method involving a cationic polypeptide: it is known from the prior
art that poly-L-arginine is an inhibitor of a cationic amino acid transporter, as from
document D1 (D1: page 452) and D9 (D9: see relevant passages throughout the
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entire document).).

However, from the teaching of documents D10-D12, it seems that treatment with
poly-L-arginine induces airway hyperreactivity, or inflammatory responses (D10-
D12: see relevant passages throughout the entire document).

This inconsistency between the effect disclosed and claimed in present
application, and the one disclosed in D10-D12, leads to doubts whether cationic
polypeptides would indeed solve the stated technical problem.

Should cationic polypeptides indeed fail to solve the stated technical problem, no

inventive step coulkd be acknowledged for the subject-matter of claim 12 {Article
33(3) PCT.

V.9). The subject-matter of claims 4-6, 8-10, 12 and 14-17 does therefore not
involve an inventive step (Article 33(3) PCT).

V.10). The industrial applicability of claims 18-20 is acknowledged (Article 33(4)
PCT).

V.11), For the assessment of the present claims 1-8, 8-10 and 12-14 on the
question whether they are industrially applicabie, no unified criteria exist in the
PCT Contracting States. The patentability can also be dependent upon the
formulation of the claims. The EPO, for example, does not recognize as
industrially appficable the subject-matter of claims to the use of & compound in
medical treatment, but may allow, however, claims to a known compound for first
use in medical treatment and the use of such a compound for the manufacture of
a medicament for a new medica! treatment.
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Certain documents cited

Certain published documents
Appiication No Publication dete Riing date Priortty dats (valicl claim)
Pxiant No {day/morthyaar) {daymonth/yaar) {daywmonth/vear)
WO 2004/073623 2 September 2004 13 February 2004 14 February 2003

Be hiem VIil
Certain observations on the international application

VHL1). Present claim 1 relates to a method involving an agent defined by reference
to a desirable characteristic or property, namely that it inhibits an activity or
expression of a component (arginase or cationic amino acid transporter) of an
arginine metabolic pathway in a tissue affected by an allergic or inflammatory
disease, said component not being a nitric oxide synthase.

Claims 2, 3 and 13, as appended to claim 1, further characterize the disease(s)
concerned in claim 1 and the mammal concerned, respectively.

Claims 4, 14 and 15 specify a further desirable characteristic or property for said
agent: the capability to bind to the component (arginase or cationic amino acid
transporter) or to the polynucleotide encoding the component (arginase or cationic
amino acid transporter).

Claims 5 and 6, as appended to claim 4, further characterize the component.
Claim 16, as appended to claim 15, further tries to define an agent in terms of a
method for its selection, screening or production.

Claim 17, as appended to claim 15, further characterize the component.

Claim 20 relates to a pharmaceutically composition comprising an agent defined
by reference to a desirable characteristic or property, namely that it is capable of
inhibiting an activity or expression of a non-NOS component (arginase or cationic
amino acid transporter) of an arginine metabolic pathway.
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The claims cover all agents having this characteristic or property, whereas the
application provides support within the meaning of Article 6 PCT and/or disclosure
within the meaning of Article 5 PCT for only a very limited number of such agents
(antibodies, antisense and siRNA molecules, the agents mentioned on page 15 of
present application).

Therefore, the requirements of Articles 5 and 6 PCT are not met since the subject-
matter of claims 1-6, 13-17 and 20 is not sufficiently disclosed and supported.

Independent of the above reasoning, claims 1-8, 13-17 and 20 also lack clarity
(Article 6 PCT). An attempt is made to define an agent by reference to a result to
be achieved and, for claim 16, by reference to a method of selection, screening or
production.

Viil.2). From the teaching of documents D10-D12, already discussed under
previous point V.8), it seems that treatment with poly-L-arginine induces airway
hypermreactivity, or inflammatory responses (D10-D12: see relevant passages
throughout the entire document), rather then providing a positive effect.

This inconsistency between the effect disclosed and claimed in present
application, and the one disclosed in D10-D12, leads to doubts conceming the
matter for which protection is sought, thus rendering the subject-matter of claim 12
unclear (Article 6 PCT).
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COMP SICIONES Y METODOS PARA DIAGNOSTICAR Y TRATAR EL ASMA U

OTRAS ENFERMEDADES ALERGICAS O INFLAMATORIAS
RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona las composiciones
y métodos (Gtiles para detectar o tratar el asma u otras
enfermedades alérgicas o inflamatorias. En un aspecto, los
métodos de la presente invencién incluyen la inhibicién de la
actividad o expresifn de un componente de una via metabélica
de la arginina en tejidos afectados por el asma u otras
enfermedades alérgicas o inflamatorias. En muchas
modalidades, el componente que es inhibido ese un
transportador de aminodcido catifnico, una arginasa o un
componente corriente abajo de la via de la arginaea. En
muchas otraé modalidades, la actividad o expresién del
componente es inhibida por un agente que B8se enlaza al
componente. En otras muchas modalidades, la actividad o
expresién del componente es inhibida por un agente que se

enlaza a un polinucledtido que codifica para el componente.

68
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COMPOSICIONES Y METODOS PARA DIAGNOSTICAR Y TRATAR EL ASMA U

OTRAS ENFERMEDADES ALERGICAS O INFLAMATORIAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a las
composiciones y méEtodos {(Gtiles para el diagnéstico o
tratamiento del asma u otras enfermedades alérgicas o
inflamatorias.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El asma es una enfermedad inflamatoria crénica de
las vias respiratorias que estd caracterizada por episodios
recurrentes de obstruccién reversible de las vias
respiratorias e hiper-respuesta de las vias respiratorias
(AHR) . Las manifestaciones <clinicas tipicas incluyen
insuficiencia de la respiracién, resuello,.tos Yy tensién del
pecho que pueden llegar amenazar la vida o ser fatales.
Mientras que las terapias existentes se enfocan a reducir el
broncoespasmo sintomdtico de la inflamacién pulmonar, existe
una conciencia creciente del papel de la remodelacién de las
vias respiratorias a largo plazo en el deterioro pulmonar
acelerado en los asméAticos. La remodelacién de las vias
respiratorias se refiere a un nimero de caracteristicas
patolégicas que incluyen el misculo liso epitelial y 1la
hiperplasia y/o metaplasia de los miofibroblastos, fibrosis

subepitelial y deposicién de matriz. Los procesos dan

Ref.:166652
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colectivamente como resultado hasta aproximadamente 300% de
engrosamiento de las vias respiratorias en casos de asma
fatal. A pesar del progreso considerable que ha sido
realizado en elucidar la patofisiclogia del asma, la
prevalencia, morbididad, y mortalidad de la enfermedad se ha
incrementado durante las pasadas dos décadas. En 1995, en
los Estados Unidos {inicamente, cerca de 1.8 millones de
visitas médicas de emergencia, 466,000 hospitalizaciones y
5,429 muertes fueron directamente atribuidas al asma.

Se acepta en general gque el asma alérgico es
iniciado por una reaccién inflamatoria inapropiada a los
alergenos 1llevados por el aire. Los pulmones de los
agsmiticos demuestran una infiltracién intensa de linfocitos,
mastocitos y eosintfilos. Un gran clmulo de evidencia ha
demostrado que esta respuesta inmune es impulsada por las
células T CD4* que expresan un perfil de citocina Ty2. Un
modelo murino de asma involucra la sensibilizacién del animal
a la ovoalbGmina {(OVA) seguido por la dietribucién
intratraqueal del reto con OVA. Easte procedimiento genera
una reaccién inmune de Ty2 en el pulmdSn del ratém e imita
cuatro respuestas patofisiolégicas mayores observadas en el
asma humano, incluyendo IgE suprarregulada en suero (atopia),
eosinofilia, secrecibén excesiva de moco, y AHR. La citocina
IL-13, expresada por los bas6filos, mastocitos, células T

activadas y células NK, juega un papel central en la
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respuesta inflamatoria a OVA en pulmones de ratén. La
instilaci6n pulmonar directa de IL-13 murino promueve cuatro
de 1las patologias relacionadas al asma y, de manera
contraria, la presencia de un antagonista soluble de IL-13
{(sIL-13Ra2-Fc) bloqued completamente la sintesis de moco de
las células en forma de copa y la AHR hacia la acetilcolina.
De este modo, la sefializacién mediada por IL-13 es suficiente
para promover cuatro fenotipos patofisiolégicos relacionados
al aema, y es requerida para la hipersecrecién del moco y la
AHR inducida en el modelo de raténm.

La IL-13 biolégicamente activa se enlaza
especificamente a una cadena IL-13Ral de enlace de baja

afinidad y a un complejo wmultimérico de alta afinidad
compuesto de IL-13Ral e IL-4R, un componente compartido del

complejo de seflalizacién de IL-4. El complejo de alta

‘afinidad es expresado en una amplia variedad de tipos

celulares, incluyendo poblaciones de monocitos-macréfagos,
bas6filos, eosinéfilos, mastocitos, cé&lulas endoteliales,
fibroblatos, miisculo liso de las vias respiratorias y células
epiteliales de las vias respiratorias. La ligadura medliada
por IL-13 del complejo receptor funcional, da como resultado
la activacién dependiente de la fosforilaci6n de las cinasas
JAKl y JAK1 6 Tyk-2 y de las protefinas IRS1/2. La activacién
de la cascada de la via de IL-13 dispara el reclutamiento,

fosforilacién y al final 1la tranelocacién nuclear del

N
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activador transcripcional Statsé. Un nGmero de estudios
fisiolégicos demuestran la incapacidad del reto con OVA
pulmonar para pramver fenotipos relacionados a la patologla mayor,
incluyendo la infiltracién de eocsinSfilos, hipersecrecién de moco e
hiper-reactividad de 1las vias respiratorias en ratones
homocigotos para el alelo nulo en Staté™”/. Estudios
genéticos recientes han demostrado una conexién entre los
alelos humanos especificos de IL-13 y 8sus componentes de
seflalizacién con el asma y la atopia, demostrando el papel
critico de esta via en la enfermedad humana.

IL-13 también se enlaza a una cadena receptora

adicional, IL-13Ra2, expresada en humanos y en ratones con

funcién biolégica todavia no definida. IL-13Rx2 murina se
enlaza a IL-13 con una afinidad aproximadamente 100 veces

mayor (Kd de 0.5 a 1.2 nM) con relaciém a IL-13Ral

permitiendo la construccién de un potente antagonista de IL-

13 soluble, 8IL-13Ra2-Fc. sIL-13Ra2-Fc ha sido utilizado
como un antagonista en una variedad de modelos de enfermedad
para demostrar el papel de IL-13 en 1la fibrosis hepética
inducida por la esquistosomiasis y la formacibén de granuloma,
sobrevivencia inmune del tumor asi como en el modelo de asma
por reto con OVA.

La enfermedad pulmonar obstructiva crémnica (COPD)

es un término basatante amplio utilizado para describir la
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obstruccién del flujo de aire que estd asociada
principalmente con el enfisema y la bronquitis crénica. El
enfisema | provoca dafio pulmonar irreversible por el
debilitamiento y rompimiento de los sacos de aire dentro de
los pulmones. Como resultado, la elasticidad del tejido
pulmonar se pierde, provocando que las vias respiratorias se
colapsen y ocurra la obstruccién del flujo de aire. La
bronquitis crénica es una enfermedad inflamatoria que
comienza en las vias respiratorias pequefias dentro de 1los
pulmones, y gradualmente avanza a las viae respiratorias mis
grandes. Esta incrementa el moco en las vias respiratorias y
las infecciones bacterianas en los tubos bronquialea, 1lo
cual, a su vez, impide el flujo de aire.

La COPD afecta a diez millones de norteamericanos y
es un problema de salud serio en los Estados Unidos. Un
estudio de prevalencia en 1998 sugirié que tres millones de
norteamericanos han sido diagnosticados con enfisema y nueve
millones son afectados por bronquitis crénica. La COPD es la
cuarta causa principal de muerte en los Estados Unidos en
1998 y representd 112,584 muerxtes en 1998. La COPD también
representd un estimado de 668,362 casos hospitalarios en
1998.

La terapia actual para el asma y COPD incluye el
uso de broncodilatadores, corticoesterocides e inhibidores de

leucotrieno. Los tratamientos comparten la misma meta
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terapéutica de broncodilatacién, reduccién de la inflamacién
y facilitacién de 1la expectoracién. Muchos de tales
tratamientos, incluyen efectos colaterales no deseados Yy
pierden efectividad después de ser utilizados por un periodo
de tiempo. Adicionalmente, fGnicamente los agentes limitados
para la intervencién terapéutica son disponibles para
dieminuir el proceso de remodelacién de 1las vias
respiratorias que ocurre en los asmiticos. Por lo tanto,
sigue existiendo wuna necesidad para un entendimiento
molecular incrementado del asma y COPD y, una necesidad para
la identificacién de nuevas estrategias terapéuticas para
combatir estas enfermedades complejas.

' BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCIGN

La presente invencién identifica numerosos genes
que son expresados de manera diferente en tejidos pulmonares
de asmiticos en comparacién a los tejidos pulmonares no
asmiticoa. Los genes identificados de este modo incluyen los
miembros de la vias metabblicas de la arginina, tales como el
gen transportador 2 de aminodcido catiénico (CAT2) y el gen
tipo 1 de arginasa (ARGl). Estos genes son objetivos
farmacolégicos potenciales para el tratamiento del asma u
otras enfermedades alérgicas o inflamatorias.

En un aspecto, la presente invencién proporciona
los métodos para tratar enfermedades alérgicas o

inflamatorias. Los métodos incluyen la administracién de una

0
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cantidad terapéuticamente efectiva de un agente a un mamifero
que tiene una enfermedad alérgica o inflamatoria, donde el
agente inhibe la actividad o expresién de un componente de la
via metabSlica de la arginina en los tejidos afectados por la
enfermedad. El componente que es inhibido no es una sintasa
del ©6xido nitrico (NOS). En muchas modalidades, el
componente que es inhibido es una arginasa (por ejemplo,
arginasa tipo I) o una proteina corriente abajo de la misma.
Los ejemploe de las proteinas corriente abajo incluyen, pero
no est&n limitadas a, ornitina-descarboxilasa, ornitina-
aminotransferasa, ornitina-transcarbamilasa, espermidina-
sintasa, Yy espermina-sintasa. En un caso, la 8-
adenosilmetionina-descarboxilasa, la cual est8 involucrada en
la biosintesis de las poliaminas, puede ser también inhibida.
En otra modalidad méds, el componente que es inhibido es un
transportador de aminodcido catidnico (por ejemplo,
transportador 2 de aminofcido catidnico).

Las enfermedades alérgicas o inflamatorias
adecuadas para la presente invencién incluyen, pero no estén
limitadas a, asma, hiper-respuesta de las vias respiratorias,
remodelacidén crénica de las vias respiratorias, enfermedad
pulmonar obstructiva crémica (COPD), y artritis. Otras
enfermedades asociadas con las disfunciones o anormalidades
en el metabolismo de la arginina pueden ser también tratadas

por la presente invencién. En muchas modalidades, las
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enfermedades alérgicas o inflamatorias son enfermedades
regpiratorias. La administracién de un agente terapéutico de
la presente invenci6én inhibe la actividad o la expresibm de
un componente de una via metabSlica de la arginina en tejidos
pulmonares, con lo cual se mejora o se eliminan los sindromes
asociados con las enfermedades.

Los agentes terapéuticos adecuados para la presente
invencién incluyen, pero no estén limitados a,
polinuclebétidos capaces de inhibir la expresién del
componente diana u objetivo por interferencia del ARN o un
mecanismo antisentido, los anticuerpos reactivos con el
componente objetivo, los inhibidores de una funcién biolégica
del componente objetivo, u otros moduladores gque pueden
enlazarse al componente objetivo o los polinuclebétidos
que codifican para el mismo (por ejemplo, ARNm, o
secuencias genbmicas, incluyendo las secuencias
reguladoras no traducidos 3* &6 §5'). En muchas

modalidades, la actividad o la expresidén es inhibida

al nivel transcripcional, post-transcripcional,
traduccional, o post-traduccicnal. En muchas otras
modalidades, los agentes inhibitorios pueden

disminuir la actividad o la expresifn del componente
objetivoe por al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, ©95% o0 mds en comparaciém a la

actividad original o el nivel de expresién.

%
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En una modalidad, los agentes terapéuticos de 1la
presente invencién codifican o comprenden las secuencias de
ARNBi que estdn dirigidas a CAT2, ARGl, u otros genes gque
codifican corriente abajo de la arginasa. En otra modalidad
mis, los agentes terapfuticos son expresados a partir de
vectores de terapia con genes. En muchos casos, los vectores
de terapia con genes estdn bajo el control de un promotor
especifico del tejido o de células. En un ejemplo, el
promotor es especifico del pulmén. Los ejemplos de
promotores especificos del pulmén, incluyen pero no estiin
limitados a, el promotor el gen de la proteina surfactante B
especifica de células epiteliales del pulmén, y el promotor
CC10 especifico de células Clara. En otro ejemplo mis, el
promotor es especifico de monocitos o de macrbéfagos. Los
ejemplos de promotores especificos de macr6fagos incluyen
pero no eptén limitados a, el promotor proximal del gen del
receptor de acetil-LDL humano (SRA) y aquellos descritos en
Rosa et al., J. Biol. Chem., 273:6662-6669, 1998).

En otra modalidad mi&s, los agentes terapéuticos de
la presente invencién son seleccionados de lisina, poli-L-
lisina, poli-L-arginina, u otros polipéptidos catifnicos que
pueden inhibir los transportadores de amino&cidos catiénicos.
En una modalidad adicional, el agente terapéutico es la a-

difluorometilornitina que inhibe la funcién de la ornitina-

descarboxilasa. En otra modalidad més, el agente terapéutico
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es un antagonista de IL-13 o© un anticuerpo anti-IL-
antagonista. En un ejemplo, el agente terapéutico es un
receptor de IL-13 soluble.

Los agentes terapéuticos de la presente invencidén
pueden ser formulados para ser compatibles con sus rutas
pretendidas de administracién. Los ejemplos de rutas de
administracién incluyen, pero no est&n limitadas a, 1la
administracién parenteral, enteral y tépica. Por ejemplo, un

agente terapéutico de 1la presente invencién puede ser

administrado via las rutas intracuténea, epicuténea,
inhalativa, oral, rectal, intravenosa, intraarterial,
intramuscular, subcutéinea, intradémica, transedérmica,

transmucosal, u otras rutas apropiadas. En una modalidad, el
agente terapéutico es administrado por medio de inhalacién.
Por ejemplo, el agente terapéutico puede ser administrado en
la forma de un rocio de aerosol proveniente de un recipilente
o surtidor presurizado que contiene un propelente adecuado
{(por ejemplo, diéxido de carbono) o nebulizador.

En una modalidad; el mamifero que se trata es un
humano que tiene asma wu otra enfermedad alérgica o
inflamatoria.

En otro aspecto mis, la presente invencién

proporciona los métodos Gtiles para identificar o evaluar los

" farmacos para el tratamiento del asma u otras enfermedades

alérgicas o inflamatorias. Los métodos incluyen poner en

Vi
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contacto una molécula candidata con un tejido afectado por
asma u otra enfermedad alérgica o inflamatoria, Y
determinando 8i la molécula candidata puede mejorar o
eliminar un sindrome de enfermedad o fenotipo en el tejido.
La molécula candidata inhibe la actividad o la expresién de
un componente no NOS de una via metabb6lica de una arginina en
el tejido. Los componentes no NOS ejemplares incluyen, pero
no estén limitados a, arginasa o transportador de aminofcido
catiénico. Los tejidos adecuados para el uso en la presente
invencién incluyen, pero no estén limitados a,
tejidos/células de modelos animales de 1la enfermedad,
tejidos/células aislados de modelos animales, o cultivos de
células que imitan ciertos aspectos (por ejemplo, perfiles de
expresién, de los tejidos/células afectados por 1la
enfermedad. En un ejemplo, un efecto terapéutico de una
molécula candidata es evaluado por una prueba c¢linica humana.

En una modalidad, 1la molécula candidata se
selecciona o0 es generada con base en un diseilo racional de
farmaco, basado en la estructura. Las moléculas capaces de
interactuar con un componente no NOS de una via metabdlica de
la arginina, son identificadas. Estas moléculas son luego
puestas en contacto con tejidos afectados por asma u otras
enfermedades alérgicas o inflamatorias para determinar si
éstas pueden mejorar o eliminar seindromes o fenotipos de

enfermedad. En otra modalidad m&s, son utilizados métodos de
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peleccién de alto rendimiente o bibliotecas de compuestos
para identificar los fidrmacos candidatos.

La presente invenci6n también caracteriza los
métodos (itiles para detectar, diagnosticar o monitorizar el
asma u otras enfermedades alérgicas o inflamatorias. Los
métodos incluyen la deteccién de un perfil de expresién de al
menos un gen en una muestra biolégica de un mamiferc, y
comparando el perfil de expresién a un perfil de expresién de
referencia del gen, para determinar si el mamifero tiene o
estéi en rieago de una enfermedad alérgica o inflamatoria. En
muchos casos, el gen codifica para un componente no NOS de
una via metabélica de la arginina.

En una modalidad, la enfermedad alérgica o
inflamatoria es el asma o COPD. La muestra biolSgica puede
ser una muestra pulmonar. Puede ser también utilizado moco,
sangre u otros tipos de muestras. En otra modalidad mis, el
perfil de expresién de referencia es ;n perfil de expresién
promedio del gen metabb6lico de la arginina en tejidos-libres
de enfermedad. El perfil de expresién de referencia puede
ser también un perfil de expresidén del gen metabélico de la
arginina en tejidos afectados por la enfermedad. En otra
modalidad mids, el gen metabblico de la arginina se selecciona
de ARGl o CAT2. Los materiales utllizados para la deteccién
o diagnéstico del asma u otras enfermedades alérgicas o

inflamatorias pueden ser incluidos en un equipo.
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En otro aspecto mis, la preeente invencién
proporciona las composiciones farmacéuticas que son Gtiles
para el tratamiento del asma u otras enfermedades alérgicas o
inflamatorias. Las composiciones farmacéuticas incluyen un
portador farmacéuticamente aceptable Y una cantidad
terapéuticamente efectiva de un agente que es capaz de
inhibir una actividad o expresién de un componente no NOS de
una via metabdlica de la arginina. En muchas modalidades, el
agente puede enlazarse al componente no NOS, o©o un
polinucle6tido que codifica para el mismo. En un ejemplo, el
componente no NOS es codificado por ARGl o CAT2.

Otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la
presente invencién se volverin aparentes a partir de la
siguiente descripcién detallada: La descripcién detallada y
loe ejemplos especificos, al tiempo que indican las
modalidades preferidas, son dados a manera de ilustracién
inicamente, ya que varios cambios y modificaciones dentro del

alcance de la invencién se volverin aparentes para aquellos

expertos en Jla técnica a partir de esta descripcién.

detallada. Ademis, los ejemplos demuestran el principio de
la invencidén y no debe esperarse que ilustren especificamente
la aplicacién de esta invencién a todos los ejemplos de
infecciones donde ésta obviamente sea Gtil para aquellos

expertos en la técnica anterior.

A\



10

15

20

25

14

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las figuras son proporcionadas para fines de
ilustracién y no de limitacién. Esta solicitud incorpora por
referencia las figuras 1, 6, B y 9 de la Solicitud de Patente
de los Estados Unidos, presentada el 4 de marzo del 2004 y
titulada “Composiciones y Métodos para Diagnost?car y Tratar
el Asma u otras Enfermedades Alérgicas .o Inflamatorias” (por
Michael R. Bowman, et al.).

La figura 1 es una representacién gréafica que
muestra que CAT2 y la arginasa tipo I (ARGl) son coinducidas
en ratones Balb/c por alérgeno (OVA) e IL-13 nmurina
recombinante (IL-13). En resumen, los ratones Balb/c fueron
sensibilizados a la OVA mediante inyeccibén intraperitoneal en
el dia 0, retados por inyeccién intratraqueal (IT) ya sea del
vehiculo (solucién salina amortiguada con fosfato (PBS)) u
OVA en lose dfas 14 y 25, y los pulmones cosechados en el dia
28. Adicionalmente, ratones Balb/c intactos fueron tratados
IT ya sea con PBS o IL-13 por 3 diae consecutivos y los
pulmones cosechados a las 72 horas. El1 ARN pulmonar total
fue aislado y analizado para la expresién del ARNm utilizando
la tecnologia GeneChip (Affymetrix) como se describe en el
ejemplo 1. La frecuencia del ARNm es expresada como partes
por millén.

La figura 2 es una representacién grafica que

muestra que la expresién de ARGl es inducida en ratones
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Balb/c por alérgeno (OVA) e IL-13 murina recombinante (IL-
13). En resumen, los ratones Balb-c fueron sensibilizados a
OVA mediante inyeccifén intraperitoneal en el dia 0, retados
por inyeccién intratraqueal (IT) ya sea del vehiculo
(solucidén salina amortiguada con fosfato PBS)) u OVA en los
dias 14 y 25, y los pulmones cosechados en el dia 28.
Adicionalmente, ratones Balb/c intactos fueron tratados IT ya
sea con PBS o IL-13 por 3 dias consecutivos, y los pulmones
cosechados a las 72 horas. El ARN pulmonar total fue aislado
y analizado para la expresién de ARNm utilizando 1la
tecnologia GeneChip (Affymetrix) como se describe en el
ejemplo 1. La frecuencia del ARNm es expresada como partes
por millénm.

La figura 3 es una representacién gréafica que
muestra que el gen ARGl es inducido por OVA o la expresién de
IL-13 mediada por el adenovirus en ratones Balb/c. En
regumen, ratones Balb/c fueron intratraquealmente inoculados
con la IL-13 murina de expresién de adenovirus recombinante,
o la fosfatasa alcalina secretada murina (SEAP) en el dia 0,
Yy los pulmones cosechados en el dia 3. Ratones control
fueron tratados con PBS, OVA, o IL-13 como se describe en la
figura 1. La frecuencia del ARNm es expresada como partes
por millén.

La figura 4 es una representacién grafica que

muestra que el gen ARGl es inducido por la expreeifn de IL-13
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mediada por el adenovirus, en ratones C57bl/6. En resumen,
ratones C57bl/6 fueron intratragquealmente inoculados con la
IL-13 murina de expresién de adenovirus recombinante, o la
fosfatasa alcalina secretada murina (SEAP) en el dfa 0, y los
pulmones cosechados en el dia 3. La frecuencia del ARNm es
expresada como partes por millén.

La figura 5 es una representacién grifica que
muestra que la captacién de arginina es Sptimamente inducida
por LPS/IL-13 en la linea de células de macréfagos murinos
RAW264.7. En resumen, los macrSfagos RAW264.7 fueron
inducidos para exprepsar diversos niveles de CAT2 mediante
tratamiento por 24 horas con LPS y/o IL-13. El transporte de
arginina en presencia o ausencia de L-lisina competente fue
evaluado en un periocdo de tres minutos en una concentracién
final de arginina de 400 pM como se deecribe en el ejemplo 3.
La captacién de arginina especifica (CPM/mg de 1lisado de
proteina) es expresado como un porcentaje de aquella medida
en células no estimuladas.

La figura 6 es una representacién gr&fica que
muestra que CAT2 y ARGl son coinducidos por lipopolisacéridos
(LPS)/IL-13 en la linea de células de macr6fagos murinos

RAW264.7. En resumen, las células RAW264.7 fueron tratadas

con 10 ng/ml de IL-13 y/o 1 upg/ml de LPS. El ARN total
aiglado de las células por 24 horas después del tratamiento

fue analizado para ARGl y la expresidén del ARNm especifica de



10

15

20

25

17

la isoforma de CAT utilizando la reaccién en cadena de
polimerasa de transcriptasa inversa (RT-PCR, por sus siglas
en inglée) cuantitativa en tiempo real, TagMan como Bse
describe en el ejemplo 2. La frecuencia del ARNm normalizada
por la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH) fue estimada
a partir de los nfimeros de ciclo de umbral utilizando los
métodos de Fink et al. (Fink et al., Nat. Medicine, 4:1329-
1333, 1998) y expresados como copias/copia de GAPDH.

La figura 7 es una representacién gréafica que
muestra que la captacién de arginina es inhibida por lisina
20 mM en las células de macrffagos murinos RAW264.7 tratadas
con LPS/IL-13. En resumen, las células RAW264.7 fueron
expuestas a medio solo (Control) o condiciones de inducciones
de CAT2 (LPS/IL-13) por 24 horas, y fueron luego evaluadas

para el transporte de arginina en un periodo de tres minutos

a una concentracién final de arginina de 100 pM. La adicién
de la lisina 20 wM inhibidora de - CAT competitiva al
amortiguador de transporte, abolié todo el transporte de
arginina saturable en el control en las células tratadas con
LPS/IL-13.

La figura 8 es una representacién gréfica que
muestra que la produccién de urea en las lineas de células de
macr6fagoe murinos RAW264.7 es inhibida por la lisina 20 mM.
En resumen, los macrb6fagos RAW264.7 expuestos a medio solo

(Control) o las condiciones inductoras de CAT2 (LPS/IL-13)
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por 24 horas fueron luego equilibradas por 2 horas del
amortiguador de arginina. Después de un periodo de
incubacién de 24 horas en presencia o ausencia de L-lisina
competente en el amortiguador de transporte de arginina que
contiene una concentracién final de arginina de 400 uM, se
evalué la produccién de urea como se describe en el ejemplo

4. La produccién de urea es expresada como pug de urea en el
sobrenadante/mg de la proteina de lisado celular.

La figura 9 es una representacién grafica muestra
que la contraccién traqueal de la rata inducida por carbacol,
es inhibida por glicina 100 mM. En resumen, loe explantes
traqueales de rata fueron preincubados por 15 a 20 horas ya
sea con el medio o el medio que contiene L-lisina 100 mM.
Las traqueas fueron luego lavadas y la contracciédn fue medida
en una solucién de Krebs-Henseleit en presencia o ausencia de
L-lisina 100 mM. Las tensiones fueron calculadas como mg de
tensién/mg de tragquea y expresadas como la media y el error
estndar del &% de contraccién méxima (por ejemplo, la
contraccién evocada por carbacol 10° M en ausencia de
lisina).

La figura 10 es una representacién grafica que
muestra que la induccién de la expresién de ARGl requiere el
receptor de IL-4. En resumen, ratones suprimidos en el gen
del receptor de IL-4 (IL4R-/-) y ratones suprimidos en el gen

IL-4 (IL4-/-) sengibilizados a OVA, o tratados con PBS o IL-
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13, como se describe en la figura 1. El1 ARN pulmonar total
fue aislado y analizado para la expresién del ARNm utilizando
la tecnologia GeneChip (Affymetrix) como se describe en el
ejemplo 1. La frecuencia del ARNm es expresada como partes
por millén.

La figura 11 compara la contraccién traqueal en
ratones suprimidos en el gen de CAT-2, a aquella en ratones
de tipo silvestre. CATS2-KO denota los ratones suprimidos en
el gen de CAT2.

La figura 12 es una representacidn grafica que
muestra que la expresién del ARNm de ARGlL se incrementa
después de la instilacién pulmonar directa de rIL-13 o el
reto intratraqueal con el alérgeno ovoalblimina. El1 bloqueo

de la sefializacién de IL-13 por la administracién de sIL-
13Ra2.Fc inhibe 67% de la expresifn de ARNm de ARGl inducida.
El bloqueo de IL-13 utilizando el receptor soluble sIL-
13Ra2.Fc¢ inhibe la produccién de moco inducida por el

alérgeno, y la hiper-respuesta de las vias respiratorias
(AHR) .

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a las
composiciones y métodos f{tiles para el diagnéstico vy
tratamiento del asma u otras enfermedades alérgicas o
inflamatorias. En un aspecto, los métodos de la presente

invencién incluyen la inhibicién de la actividad o expresién

8?
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del componente de una via metabb6lica de la arginina en
tejidos afectados por asma u otras enfermedades alérgicas o
inflamatorias. En muchas modalidades, el componente que es
inhibido es un transportador de aminodcido catiénico, una
arginasa o un componente corriente abajo de la arginasa. 1La
inhibici6n de la actividad o expresién de estos componentes
reduce o elimina el sindrome o fenotipo de la enfermedad en
los tejidos afectados. La presente invencién también
proporciona los métodos para identificar los agentes
terapéuticos para el tratamiento del asma u otras
enfermedades alérgicas o inflamatorias._

Diversos aspectos de la invencién son descritos en
detalle adicional en las siguientes subseccciones. No Be
pretende que el uso de las subseccciones limite la invencién;
las subsecciones pueden aplicar a cualquier aspecto de 1la
invencién. En esta solicitud, el uso de “o* significa *“y/o”
a no ser gque se establezca de otro modo.

CAT2, ARGl y Enfermedades Inflamatorias

El reto con OVA intratraqueal en ratones
seneibllizados genera una reaccién inmune de Ty2 en el
pulmén, que imita diversas caracteristicas fieiolbgicae del
asma alérgica humana. La evidencia significativa ha
demostrado el papel central de la transduccién de sefilales
mediada por IL-13 en este modelo de enfermedad animal.

Fueron utilizados arreglos de oligonucleStidos para perfilar
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los cambios transcripcionales en el tejido pulmonar de ratén
después del reto intratraqueal con OVA o instilacién pulmonar
directa de IL-13. Como se muestra en las figuras 1-4, las
frecuencias de ARNm de CAT2 y/o ARGl son significativamente
incrementadas cuando los ratones fueron tratados ya eea con
OVA o IL-13. De igual modo, CAT2 y ARGl son también co-
inducidos en células de macrb6fagos murinos RAW264.7 tratadas
con una combinacién de lipopolisaclrido (LPS) e IL-13
(fEiguras 5 y 6). La expresién de CAT2 y ARGl inducida es
asociada con un incremento en el transporte de arginina
(figura 7) pero también un incremento en la produccién de
urea en células RAW264.7 (figura 8), sugiriendo la activacién
de la via de la arginasa. Estudios adicionales revelaron que
el incremento en la captacién de arginina y la produccién de
urea puede ser inhibida utilizando un inhibidor competitivo
de CAT2, 1lisina (figuras 7 y 8). Ademfis, la contraccién
tragqueal inducida por el carbacol es también inhibida por 1la
lisina (figura 9), o una supresién genética del gen de CAT2
(figura 11), sugiriendo ademéds el involucramiento de CAT2 en
la patofisiologia de las enfermedades inflamatorias. Ademéis,
la induccibén de la expresifn de ARGl requiere que el receptor

IL-4 s8ea demostrado en 1la figura 10. Al final, 1la
adminigtracioén de IL13Ra2.Fc soluble, blogquea la seflalizacién
de IL-13 la cual, a su vez, inhibe la expresién del ARNm del

ARG1l.
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La arginina es un aminodcido semi-esencial que es
metabolizado a moléculas reguladoras importantes. La
arginina es transportada hacia las células del misculo liso
vascular (SMC) por la familia de proteinas transportadoras de
amino8cido catiénico (CAT) donde é&sta es metabolizada a 6xido
nitrico, poliaminas, o prolina. Los mediadores
inflamatorios, factores de crecimiento, y las fuerzas
hemodindmicas estimulan el transporte de la arginina en SMC
vascular mediante la induccién de la expresién del gen de
CAT. Las ciltocinas inflamatorias también inducen 1la
ex:presién de la sintasa de NO inducible (iNOS) y dirigen el
metabolismo de la arginina hacia el gas antiproliferativo,
NO. En contraste, la tensifn mecénica ciclica bloquea la
actividad de iNOS y ODC y estimula la expresién del gen de la
arginasa I, dirigiendo el metabolismo de la arginina hacia la
formacién de L-prolina y colégeno.

El tejido no hepédtico, el cual es incapaz de
reciclar la arginina, el transeportador de CAT2 suprarregulado
suministra la actividad de arginasa incrementada con un
suministro suficiente el sustrato, arginina. Este incremento
en la actividad de arginasa es parte de una via bioquimica
critica para procesos patogénicos tales como la fibrosis,
hiper-respuesta de las vias respiratorias, hiperplasia de
células en forma de copa, apoptosis asociado con tensién

oxidativa, e inflamacién de las vias respiratorias, que son
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cominmente encontradas en enfermedades inflamatorias. En
consecuencia, la inhibicifn del transporte de CAT2 de 1la
arginina bloquearid la via de 1la arginasa no hepética
inducida, al tiempo que prescinde el ciclo de 1la wurea
hepética, que también utiliza arginasa, pero es capaz de
reciclar la arginina comoc un sustrato.

Las Caracteristicas Biogquimicas y Biolégicas de CAT2.

Las secuencias de nuclebStidos y de aminodcidos de
CAT2 humano (también conocido como SLC7A2) pe describen en
las SEQ ID Nos.: 1 y 2, respectivamente. Las secuencias de
nucleétidos y de aminofcidos de CAT2 murinos se describen en
las SEQ ID Nos.: 3 y 4, respectivamente.

El ADNc de CAT2 humano (SEQ ID No.: 1) fue aislado
de una biblioteca de ADNc de intestino humano. La secuencia
nucleotidica de 1la regién de codificacién predice una
proteina de 658 aminodcidos (SEQ ID No.: 2) con un peso
molecular calculado de 71,699. Ya que el 91% de los residuos
son idénticos a aquellos del CAT2 de ratén, el CAT2 humano
parece ser una contraparte humana del CAT2 de ratén. En el
anilisis de transferencia o manchado de Northern (Northern
blot, por sus acepcién en inglés), estuvo presente un
transcripto simple de ARNm de CAT2 humano (9.0 kb) en
diversos tejidos. El mis alto nivel de expresién fue
observado en miisculo esquelético, y el mis bajo nivel en el

rifibn. Las gr&ficas de hidropatia indicaron que la proteina

)
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traducida se predice que tiene 14 dominios transmembranales
con tres sitios potenciales de N-glucosilacién. E1 gen CAT2
humano fue asignado al cromosoma humano 8p2l.3-p22.

El anfilisis de la organizacién genSmica reveld que
CAT2 humano consiste de 12 exones traducidos y més
principalmente de 2 exones no traducidos. El gen CAT2
codifica para 2 isoformas proteinas, CAT2 y CAT2B, que
resultan del empalme alternado mutuamente exclusivo (exén 7
para CAT2A y exbén 6 para CAT2B). La estructura del gen de
CAT2 humano esti estrechamente relacionado a la estructura de
CAT1 humano, sugiriendo que éstos pertenecen a una familia de
genes comunes.

En el ratén, el gen cnéz es transcrito a partir de
cinco promotores distintos dispersos sobre un espacio de 18
kb, lo cual da como resultado varias isoformas de ARNm de
CAT2 distintas, debido a la iniciacifn transcripcional en
promotores distintos. La isoforma adyacente al promotor més
distal es encontrada en todos los tejidos y en todos los
tipos celulares previamente mostrados que expresan CAT2 de
ratén, mientras que las otras isoformas .de 5'UTR son més
especificas de tejido en su expresién. La utilizacién Qde
algunos © todos de 1los cinco promotores putativos fue
documentada en clones de células de linfoma, higado y misculo
esquelético. Los promotores que contienen TATA y que

contienen TATA ricoe en (G + C) parecen controlar 1la

Qe
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expresién del gen CAT2 de ratén. Se sugirié que las
miltiples isoformas del ARNm de CAT2 permiten la regulacidn
transduccional flexible de eate gen transportador de
aminodcidos catibnicos.

Ya que CAT2 juega un papel importante en 1la
produccién de NO, que es un radical libre altamente reactivo
que esti asociado con una variedad de enfermedades que
incluyen el céncer, la inhibicién de CAT2 ha sido propuesta
como un tratamiento para las enfermedades caracterizadas por
niveles indeseables de NO. Por ejemplo, la patente de los
Estados Unidos No.5,866,123 a MacLeod describe un método para
inhibir la expresién de CAT2 por un anticuerpo producido
contra la proteina CAT2 de ratén. La solicitud de Patente
Internacional WO 00/44766 también describe los métodos para
inhibir la expresi6n de CAT2 por la tecnologia antisentido y
de anticuerpo.

Caracteristicas Bioquimicas y Biolégicas de ARGI1

Las secuencias de nucleétidos y de aminofcidos de
ARGl se describen en las SEQ ID Nos.: 5 y 6, respectivamente.
Las secuencias de nuclebtidos y de aminodcidos de ARGL murino
se describen en las SEQ ID Nogs.: 7 y 8, respectivamente.

La arginasa cataliza la hidr6lisis de la arginina a
ornitina y urea. Existen al menos dos isoformas de arginasa
de mamifero (tipos I y II) que difieren en su distribucién

tisular, localizacién subcelular, reactividad cruzada

q3
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inmunolégica y funcién fisiolSgica. ARGl codifica para la
isoforma tipo I, que es una enzima citosSlica vy
expresadamente predominantemente en el higado como un
componente del ciclo de 1la urea. ARGl funciona como un
trimero de tres subunidades idénticas. La deficiencia
elevada de esta enzima da como resultado la argininemia, un
trastorno recesivo autosdmico caracterizado por
hiperamonemia.

La estructura de ARGl de rata trimérico ha sido
determinada a una resolucién de 2.1-A (Kanyo et al., Nature
383:554-55, 1966). Una caracteristica clave de la estructura
es una novedosa porcién de oligomerizacién en forma de S en
el extremc carboxilo de 1la proteina,” que es mediadora
aproximadamente del 54% de los contactos intermonSmeros.
Arg-308, localizada dentro de esta porcidén de
oligomerizacidn, nuclea una serie de enlaces salinos
intramonoméricos e intermonoméricos. En contraste a la
enzima trimérica tipo silvestre, las variantes R308A, R308E,
Y R308K de ARGl de rata existen como especies monoméricas,
como es8 determinado por 1la filtracién en gel y 1la
ultracentrifugacién analitica, indicando que la mutacién de
Arg-308 desplaza el equilibro para la disociacibén del trimero
por al menos un factor de 10°, Las variantes de arginasa
monoméricas son cataliticamente activas con valores de Kgu/Kn

que son de 13-17% del valor de la enzima de tipo silvestre.
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Las variantes de ARGl de rata son caracterizadas por
estabilidad disminuida a la temperatura, con relacién a la
enzima de tipo silvestre. La estructura cristalina del
complejo entre la arginasa humana y el andlogo de A&cido
borénico de L-arginina, el &cido 2(S)-amino-6-boronochexanoico
(ABH), ha sido determinada a una resolucién de 1.7 A (Cox et
al., Nat. Struct. Biol. 6:1043-1047, 1999). Los anéligis
mutacionales han revelado también que 1los residuocs de
aminofcidos Lys-141, Glu-256, y Gly-235 son criticos para la
funcién de ARGl humano.

El gen de ARGl humano ha s8ido clonado y 1la
estructura determinada. El gen ARGl humano es de 11.5
kilobases de longitud y est& dividido en 8 exones. El sitio
de tapa fue determinado por el trazado del mapa de 1la
nucleasa Sl y la extensién de cebador. Una secuencia similar
a “caja TATA"” estd localizada 28 bases corriente arriba (5')
del sitio de tapa, y una secuencia similar a los sitios de
enlace del factor de transcripcién CTF/NF1l, una proteina de
enlace a la “caja CAAT* estd localizada 72 bases corriente
arriba (5’). En la regifn 5', las secuencias que se asemejan
a los elementos que responden a glucocorticoides, 1los
elementos que responden a la cAMP y las secuencias de niicleo
aumentadora estdn también presentes. La regién
inmediatamente flanqueante de 5’ del gen de ARGl humano hasta

la posicitn -105, es de 84% idéntica con el segmento
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correspondiente del gen de rata. En esta regién, el gen ARGl
humano, un rea protegida por la ADN-asa-I y varios sitios de
escisién hipersensibles fueron detectados mediante anédlisis
de huella digital. El &rea protegida contiene la secuencia
similar a los sitios de enlace de CTF/NF1l y también se
traslapa con la secuencia que se asemeja a los elementos que
responden a glucocorticoides.

Un nGmero de procedimientos de ensayo han sido
desarrollados para medir la actividad de la arginasa. Por
ejemplo, Greenberg describié wun ensayo enzimitico en
Arginase, The Enzymes 4, editado por P. Boyer, H. Lardy, y K.
Myrbarck, Academic Press, NY, 257, 1960. Geyer et al.,
describieron un ensayo para la arginasa en homogeneizados de
tejidos (Greyer et al., Anal. Biochem. 39:412, 1971).
Nishibe y Makino reportaron un método de ensayo automatizado
para la arginasa de eritrocitos (Nishibe et al., Anal.
Biochem. 43:357. 1971). Fue también descrito un microensayo
(Hirsch-Kolb et al., Anal. Biochem, 35:60, 1970). La mayoria
de los métodos estén basados en la determinacién
colorimétrica del nitr6geno de la urea liberado durante la
hidr6lisis de la arginina.

La Bobre-expresifn de la arginasa ha sido
detectable en pacientes con carcinoma colorrectal (Porembska
et al., Cancer 94: 2930-2934, 2002). La actividad

incrementada de la arginasa ha estado asociada con 1la
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deficiencia inducida por alergenos del &xido nitrico derivado
de cNOS y la hiper-respuesta de las vias respiratorias (Meurs
et al., Br. J. Pharmacol. 136:391-398, 2002).
Inhibicién de la Actividad de la Arginasa

La actividad de la arginasa puede ser inhibida por
muchos aminodcidos, talea como valina, 1lisina, leucina,
isoleucina, prolina y treonina, asi como andlogos y derivados
de arginina tales como 1-canavanina (Can) y L-ornitina (Oxrm).
Todos estos amino&cidos funcionan como inhibidores
competitivos. La ornitina y la urea, loe productos de 1la
reaccidn catalizada por la arginasa, también funcionan como
inhibidores competitivos de la arginasa. La inhibicién
competitiva por los productos ornitina y wurea indica un
mecanismo aleatorio de rapido equilibrio para la enzima.

La actividad de la arginasa estid asociada con un
Mn** fuertemente enlazado, cuya accién catalitica puede ser
estimulada por la adicién de un Mn** enlazado més débilmente,
para generar una forma de enzima completamente activada. No
obstante, a pesar de este requerimiento para cationes
divalentes agregados en la activacién de la arginasa, los
quelantes de metales como EDTA y el citrato no inhiben la
enzima. De este modo, parece que el sitio de enlace al metal
no es fécilmente accesible al solvente. Por otra parte, la
actividad de arginasa es inhibida por un borato, el cual se

comporta como un inhibidor no competitive S-hiperb6lico I-
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hiperb6lico, y no tuvo efecto sobre la interaccién de la
enzima con los inhibidores competitivos L-ornitina (Ki = 2
+/- 0.5 m), L-lisina (Ki = 2.5 +/- 0.4 mM), y cloruro de
guanidinio (Ki = 100 +/- 10 mM). Se ha propuesto que el
borato se enlaza en estrecha proximidad al Mn** débilmente
enlazado, e interfiere con su accién estimuladora. Se
sugirié ademds que la inhibicién del borato surge a partir de
la quelacién del Mn™ en el centro de Mn*"" binuclear,
desplazando de este modo una molécula de agua enlazada al
metal que es responsable del ataque nucleofilico socbre el
carbono del guanidinio (Carvajal et al., J. Inorg. Biochem.
77:163-167, 1999). Otros experimentos también demuestran que
el borato y la urea se enlazan de una manera mutuamente
exclusiva, mientras que la L-orinitina y el borato pueden
enlazarse simultdneamente a la enzima.

Los efectos inhibitorios de aniones, tales como N,
NO;~, BO* ' SCN™* CH,CO00™, S0,3°, Clo,”, HaPO,”, CN°, I", Br’, Cl" y
F°, 8obre la hidrélisis de la L-arginina (L-Arg) por 1la
arginasa de higado de rata (RLA) han sido estudiados (Pethe
et al., J. Inorg. Biochem. 88:397-402, 2002). Entre todos
estos aniones, ﬁ.n:i.c.amente el F- mostrS un efecto inhibitorio
claro al nivel mM. La inhibicién de RLA por F~ es reversible
Y no competi_tiva hacia L-Arg que se enlaza con un valor de
K(i) de 1.3 +/- 0.5 mM a pH 7.4. Este efecto es dependiente

del pH ya que el valor de ICs, de F- hacia RLA se incrementa
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de 1.2 a 19 mM cuando se incrementa el pH de 7 a 10. Otro
estudioc mis ha confirmado que el fluoruro es un inhibidor no
competitivo de la arginasa de higado de rata. Este estudio
mostrd tambi&én que el cloruro provocd inhibicifn del sustrato
de la arginasa de higado de rata a concentraciones de
sustrato por arriba de 4 mM (Tormanen CD, J. Inmorg. Biochem.
93:243-246, 2003),

N(omega) -hidroxi-L-arginina (L-NOHA) es uno de los
inhibidores de arginasa mis poderosos reportados hasta ahora
(Ki = 150 pM). los otros productos de la sintasa de NO estén
ya sea sin efecto (NO;"; NO;) o inhibidores mucho més débiles
(L-Cit y NO) de la arginasa. Loe productos derivados de una
posible hidrélisis de L-Arg (L-Orn y urea) o de L-NOHA (L-
Cit, hidroxiurea e hidroxilamina) son también inactivos hacia
la arginasa a concentraciones hasta de 2 mM. La
configuracién de L-NOHA es importante ya que D-NOHA es mucho
menos activa, y sus grupos funcionales -COOH libre y alfa-NH2
son requeridos para el reconocimiento de 1la arginasa
hepdtica. La L-NOHA es también un potente inhibidor de la

actividad de arginasa de homogeneizados de higado de rata y

de macréfagos murinos (ICs; de 150 y 450 uM, respectivamente)
(Buga et al., Am. J. Physiol., 271:H1988-1998, 1996).

Otro inhibidor especifico de arginasa, N(omega)-
hidroxi-L-nor-arginina (nor-NOHA), es aproximadamente 40

veces mis potente que L-NOHA al inhibir la hidr6lisis de L-
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arginina a L-ornitina catalizada 1;or los macréfagos murinos
no estimulados (valores de ICso 12 +/- 5 y 400 +/- 50 uM,
respectivamente). La estimulacién de los macréfagos murinos
con interferfn gamma y lipopolisacdrido {IFN-gamma + LPS) da
como resultado expresién clara de un NOS inducible (iNOS) y a
un incremento en la actividad de la arginasa: Nor-NOHA es
también un potente inhibidor de la arginasa en macréfagos
estimulados con IFN-gamma + LPS (valor de ICsq 10 +/- 3 puM).
En contraste a NOHA, nor-NOHA no es ni un sustrato ni un
inhibidor para iNOS y éste aparece como una herramienta Gtil
para estudiar las interacciones entre la arginasa y NOS (Tenu
et al., Nitric Oxide, 3:427-438, 1999).

Otros inhibldores de arginasa encontrados en afios
recientes incluyen: N omega-hidroxi-D,L-indospicina y 4-
hidroxiamidino-D,L-fenilalanina, que inhiben 1la arginasa
hepitica y la arginasa en los macréfagos alveolares (Hey et
al., Br. J. Pharmacol. 121:395-400, 1997); el &cido 2(8)-
amino-6-boronohexanoico (ABH), el cual fue encontrado
aproximadamente 250 veces mis potente que L-NOHA al inhibir
la actividad de arginasa en esfinter anal interno (Baggio et
al., J. Pharmacol. Exp. Ther. 290:1409-1416, 1999); y la «-
difluorometilornitina (DFMO), que es cominmente utilizada
comc un inhibidor irreversible especifico de la ornmitina-
descarboxilasa, pero también muestra un efecto inhibitorio

sobre el flujo de L-arginina a través de la arginasa en
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células intactas (Selamnia et al., Biochem. Pharmacol.
55:1241-1245, 1998). Estos inhibidores de arginasa pueden
tener implicaciones patofisiolSgicas Y terapéuticas
importantes en enfermedades que involucran actividad elevada
de la arginasa.

Una alternativa a la inhibicién directa de 1la
actividad de la arginasa, es la inhibicién de las vias de
transduccién de seflales que conducen a la activacién de la
actividad de la arginasa o la expresién de arginasa. Por
ejemplo, la patogénesis relacionada a la actividad elevada de
arginasa puede ser mejorada por la administracién del
receptor de IL-13 (IL-13R). Como se describié al principio,
IL-13 es una citocina inmunorreguladora secretada
predominantemente por las células TH2 activadas. En los
iltimos afios, se ha vuelto evidente que IL-13 es un mediador
clave en la patogénesis de la inflamacién alérgica. En
ratones, la seflalizacién mediada por IL-13 es suficiente para
promover los cuatro fenotipos patofisiolégicos relacionados
al asma, y es requerida para la hipersecrecién del moco y AHR
inducida. Dada la importancia de IL-13 como una molécula
efectora, la regulacifn al nivel de sus receptores puede ser
un mecanismo importante para modular la respuesta de IL-13 y
por lo tanto la propagacidén de la respuesta alérgica.

IL-13 comparte una subunidad receptora comin con

IL-4, por ejemplo, la subunidad alfa del receptor de IL-4
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(IL-4Ra). La caracterizacién de ratones deficientes en IL-
13, ratones deficientes en IL-4, y ratones deficientes en el
receptor alfa de IL-4 (IL-4Ra{-/-)) han demostrado papeles no
redundantes para IL-13. IL-13 media sus efectos mediante la
interaccifn con un sistema complejo de receptores comprendido

de IL-4Ra y dos protelinas de enlace a IL-13, a saber, IL-

13Ral e IL-13Ra2. Los receptores de IL-13 son expresados
scbre las células B, bas6filos, eosinéfilos, mastocitos,
células endoteliales, fibroblastos, monocitos, macréfagos,
células epiteliales respiratorias y células del mGsculo liso.

No obstante, los receptores de IL-13 funcionales no
han sido demostrados sobre las células T humanas o de ratén.
De manera contraria a IL-4, IL-13 no parece ser importante en
la diferenciacién inicial de las c¢élulas T CD4 en células
tipo TH2 sino mAs bien parece ser importante en la fase
efectora de la inflamacién alérgica. - Esta evaluacién es
apoyada ademis por muchas observaciones in wvivo, incluyendo
la administracién de 1IL-13 que da como resultado la
inflamacién alérgica, sobreexpresién de IL-13 especifica del
tejido, en los pulmones de ratones transgénicos dio como
resultado 1la inflamacién de las vias respiratorias e
hipersecrecién de moco, el bloqueo de IL-13 abolié 1la
inflamacién alérgica independientemente de IL-4, e IL-13

parece ser més importante que IL-4 en la hipersecrecibén de
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moco. En consecuencia, IL-13 es un novedoso objetivo
terapéutico, atractivo para la intervencién farmacolbégica en
trastornos alérgicos. La administracién de IL-13R podria
inhibir potencialmente o incluso bloquear las vias de
sefializacién de IL-13, prevenir la expresidén de ARGl inducida
por IL-13, y mejorar las patologiae relacionadas al asma.
ARGl y CAT2 como Marcadores para las Enfermedades
Inflamatorias

La presente invencién identifica que CAT2 y ARGl
son sobreexpresados en el tejido pulmonar de un modelo animal
de asma. En consecuencia, estos genes © sus productos de
expresién pueden ser utilizados como marcadores para
enfermedades inflamatorias tales como el asma o© COPD. Los
niveles de expresién de estos genes pueden ser detectados
mediante el uso, por ejemplo, de RT-PCR, arreglos de &cido
nucleico o inmunocensayos. Los ejemplos de formatos de
inmunocensayo incluyen, pero no son limitados a, l&itex u otra
aglutinacién de particula, electroquimioluminiscencia,
ELISAB, RIAs, ensayos en emparedado o inmunométricos,
fluorescencia resuelta en el tiempo, ensayos de flujo
lateral, polarizacién de fluorescencia, citometria de flujo,
ensayos inmunohistoquimico;, transferencias de Western, vy
chips protebdmicos. Losa niveles del ARNm o de la proteina
CAT2 y ARGl pueden ser detectados en fluidos corporales o en

muestras de tejido.
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Los marcadores pueden ser utilizados  para
proporcionar informacién de diagnéstico o de pronéstico en
una muestra objetivo particular, o para evaluar la eficacia
de un tratamiento o terapia de las enfermedades
inflamatorias. Por ejemplo, la comparacién de los niveles de
expresién de CAT2 y ARGl en diferentes etapas de la
progresién de la enfermedad, proporciona un método para el
pronéstico a largo plazo, incluyendo la supervivencia. El
polimorfismo de los genes CAT2 y ARGl puede ser también
indicador de wuna susceptibilidad del sujeto a las
enfermedades inflamatorias.

En otro ejemplo mis, la eficacia de un régimen de
tratamiento particular puede ser evaluada, incluyendo si un
farmaco particular actuari para mejorar el pronéstico a largo
plazo en un paciente particular. El asma, COPD o la artritis
son enfermedades complejas cuyas manifestaciones clinicas son
diversas y varlables. Los pacientes varfan con respecto al
curgo de la enfermedad y a la respuesta a la terapia
disponible, y estas variaciones mis probablemente reflejan
diferencias en el tipo de la enfermedad. Por lo tanto, una
utilidad agregada de la presente invencién es proporcionar
métodos para identificar a losa pacientes que méis
probablemente responden a un cursco de tratamiento.

Aunque el andlisis de expresién y diferenciacién

inicial fue realizado en un modelo de ratén, es bien
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apreciado que un gen disfuncional que conduce a la enfermedad
en animales puede también, cuando sea disfuncional en
humanos, conducir a un sindrome similar en humanos. De este
modo es pretendido especificamente por la presente invencién
y entendido que la presente invencién abarca especificamente
los genes CAT2 y ARGl humano. Los homSlogos de CAT2 y ARGl
provenientes de otros organismos pueden ser también Gtiles en
el uso de modelos animales para el estudio del asma, COPD, u
otras enfermedades inflamatorias. Los homSlogos de ARGl vy
CAT2 provenientes de otros organismos pueden ser obtenidos
mediante el uso de cualquier mé&todo conocido en la técnica.
Tratamiento de Enfermedades Inflamatorias mediante Inhibicién
de las Actividades CAT2 o ARG1

Las s8secuencias genSmicas CAT2 o ARGl, los
promotores, exones, intrones, transcritos de ARN, o proteinas
codificadas pueden ser objetivos para un tratamiento o agente
terapéutico. Estos pueden ser también utilizados para
generar vectores de terapia génica que inhiben la expresién
de CAT2 y/o ARGl o las actividades de las proteinas CAT2 y/o
ARG1.

Sin limitacién respecto al mecanismo, la invencidén
estd basada en parte en el principio de que la inhibicién de
la expresién de CAT2 y/o ARGl o la actividad de los mismos,
puede mejorar las enfermedades inflamatorias tales como el

asma o COPD. Los inhibidores de CAT2 y/o ARGl pueden ser
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también eficaces en el tratamiento de la fibrosis, la hiper—'

respuesta de las vias respiratorias, la hiperplasia de
células en forma de copa, la inflamacién de +vias
regpiratorias, y la tensién oxidativa. La inhibicién puede
ocurrir a los niveles transcripcional, post-transcripcional,
traduccional o post-traduccional. Por ejemplo, el promotor
de CAT2 o ARG1L o el ARNm de los mismos puede ser dirigido
para inhibir la transcripcién o la traduccidn,
respectivamente. El procesamiento post-traduccional de las
proteinas CAT2 o ARGl tales como la glucosilacién y 1la
dimerizacién, puede ser también dirigido.

El descubrimiento del patrSn de expresién de CAT2 y
ARGl en el modelo de raté4m con asma permite la seleccién de
agentes de prueba con la meta de modular la expresién de CAT2
y/o ARGl o las actividades de CAT2 y/o ARGl. Los agentes de
prueba pueden ser seleccicnados por su efecto sobre la
expresién de CAT2 y/o ARGl a nivel del ARNm o de las
proteinas, o por su efecto sobre la actividad de los
productos de los genes CAT2 y/o ARG1.

En otra modalidad méAs, puede ser utilizado un
modulador de la expresién de CAT2 y/o ARGl o las actividades
de CAT2 y/o ARGl pueden ser utilizadas como un agente
terapéutico para el asma, COPD y otrase enfermedades
inflamatorias. El modulador puede ser un polinuclebétido tal

como una ribozima o un ARNi, un polipéptido tal como un
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mutante de CAT2 y/o ARGl gque tiene un efecto negativo
dominante sobre una actividad de CAT2 y/o ARGl de tipo
silvestre, un vector de terapia génica viral o no viral, o
cualquier otra molécula o biomolécula pequefla que sea capaz de
inhibir la actividad de CAT2 y/o ARGl o la expresién del gen de CAT2
y/o ARGL. Tal modulador puede ser formulado en composiciones
farmacéuticas para el usc en la presente invencién.

Sondas, Cebadores, Secuencias Antisentido y ARNi

Un aspecto de la presente invencién pertenece a las
sondas o cebadores polinucleotidicos para detectar o
cuantificar los productos de los genes CAT2 o ARGlL en
muestras bioléSgicas. Las sondas/cebadores de CAT2 o ARGl
pueden ser derivados de cualquier porcién de los genes de
CAT2 o ARGl. Las sondas/cebadores pueden tener cualquier
longitud deseable. Por ejemplo, las sondas pueden tener 15,
20, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300,
325, 350, 400 o mis nuclebtidos consecutivos. En muchas
modalidades, las sondas pueden hibridarse bajo condiciones
exigentes o altamente exigentes a un transcrito de ARN, o el
complemento del mismo, de los genes de CAT2 o ARGl.

Los ejemplos de condiciones de diferente exigencia
de hibridacién son listados en la Tabla 1. Lae condiciones
altamente exigentes 8on aquellas que son al menos tan
exigentes como las condiciones A-F; las condiciones exigentes

son al menos tan exigentes como las condiciones G-L; y las
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condiciones de exigencia reducida son al menos tan exigentes
como las condiciones M-R. Como se utiliza en la Tabla 1, la
hibridacién es 1llevada a cabo bajo una condicién de
hibridacifn dada por aproximadamente 2 horas, seguido por dos
lavados de 15 minutos bajo las condiciones de lavado

correspondientes.

Tabla 1. Condiciones de Exigencia

Condicién de | polinuciedtido | Longitud del Temperatura de Hibridacién y Temperatura de
Exigencia Hibrido Hibrido (pb)’ Amortiguador Lavado y

Amortiguador™

A ADN:ADN >50 65°C; 1xSSCo 65°C; 0.3xSSC

42°C; 1xSSC, 50% de formamida

ADN:ADN <50 Ta*; 1x8SC Ta*; 1x8SC

C ADN:ARN >50 67°C; 1xSSCo 67°C; 0.3xSSC
45°C; 1xSSC, 50% de formamida

D ADN:ARN <50 To*; 1xSSC To*; 1xSSC

E ARN:ARN >50 70°C; 1xSSCo 70°C; 0.31x8SC
50°C; 1xSSC, 50% de formamida

ARN:ARN <50 T Ty* 1xSSC Ty* 1xSSC

G ADN:ADN >50 65°C; 4xSSCo 65°C; 1xSSC
42°C; 4xSSC, 50% de formamida

H ADN:ADN <50 Ty"; 4xSSC Ty"; 4xSSC

o}
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1 ADN:ARN >50 67°; 4xSSCo 67°C; 1xSSC
45°%; 4x8SC, 50% de formamida

J ADN:ARN <50 Ty*; 4xSSC Ty*; 4xSSC

K ARN:ARN >50 70°C; 4xSSC o 67°C; 1x88C
50°C; 4xSSC, 50% de formamida

L ARN:ARN <50 T.*; 2x8SC TL*; 2xSS8C

M ADN:ADN >50 50°C; 4xSS5C o 50°C; 2x3SC
40°C; 6xSSC, 50% de formamida

N ADN:ADN <50 Tn*; 6xSSC Tn*; 6xSSC

0 ADN:ARN >50 55°; 4x8S8Co 55°C; 2xSSC
42°c; 6XSSC, 50% de formamida

ADN:ARN <50 Tp*; 6xSSC Ty*; 6xSSC

Q ARN:ARN >50 60°C; 4xSSCo 60°C; 2xSSC
45%; 6x8SSC, 50% de formamida

R ARN:ARN <50 Tr™; 4xSSC Tg"; 4xSSC

La longitud del hibrido es aquella anticipada para la o
las regiones  hibridadas de los polinucleétidos de
hibridacién. Cuando se hibrida un polinuclebétido a un
polinucleétido diana u objetivo de secuencia desconocida, se
asume que la longitud del hibrido es aquella del
polinucleétido de hibridacién. Cuando los polinuclebdtidos de
secuencia conocida son hibridados, la longitud del hibrido
puede ser determinada mediante el alineamiento de las
secuencias de los polinucledtidos e identificacién de la
regidén o regiones de complementariedad 6ptima de secuencias.

", SSPE (1xSSPE es NaCl 0.15M, NaH;PO, 10 mM y EDTA 1.25 mM,
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pH 7.4) puede ser sustituido por SSC (1xSSC es NaCl 0.15 M y
citrato de sodio 15 mM) en los amortiguadores de hibridacién
y lavado.

Ta*-Tr*: La temperatura de hibridacién para los hibridos se
anticipa que es menor que 50 pares de bases de longitud si es
de 5 a 10°C menor que la temperatura de fusibn (T,) del
hibrido, donde T, es determinada de acuerdo a las siguientes
ecuaciones. Para los hibridos menores de 18 pares de bases
de longitud, Tp(°C)=2(# de bases A + T) +4(# de bases G + C).
Para los hibridos entre 18 y 49 pares de bases de longitud,
Ta{°C)=81.5 + 16.6(log;oNa*) + 0.41(% G +C) - (600/N), donde N
es el nimero de bases en el hibrido, y Na'* es la
concentracién molar de los iones sodio en el amortiguador de
hibridacién (Na* para 1xSSC = 0.165 M).

Otro aspecto mis de la invencidén pertenece a 1los
polinucleStidos que codifican para los mutantes de CAT2 y
ARG1 que contienen camblos en los residuos de aminodcidos.
Tales mutantes pueden competir con las proteinas CAT2 y ARGl
de tipo silvestre e inhibir la actividad de las proteinas
CAT2 y ARGl de tipo silvestre. Una molécula polinucleotidica
aislada que codifica para un CAT2 mutante y un gen ARG1,
puede ser creada mediante la introduccifn de una o mése
sustituciones, adiciones o supresiones de nucle6tidos dentro
de la secuencia nucleotidica del polinucleétido, tal que una

o mads sustituciones, adiciones © supresiones de amino&cidos
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son introducidas dentro de la proteina codificada. Tales
técnicas son bien conocidas en la materia. Las mutaciones
pueden ser introducidas dentro de un gen CAT2 y un gen ARGl
mediante técnicas estindares, tales como mutagénesis dirigida
al sitio y mutagénesis mediada por PCR. Alternativamente,
las mutaciones pueden ser introducidas aleatoriamente a lo
largo de toda o parte de una secuencia de codificaciémn del
gen CAT2 y ARG1 o el ADNc de los mismos, tal como mediante
mutagénesis de saturacién, y los mutantes resultantes pueden
ser seleccionados para la actividad biolégica para
identificar los mutantes cque 8on capaces de inhibir 1la
actividad de la proteina de tipo silvestre (el mutante
negativo dominante). Después de la mutagénesis, la proteina
codificada puede ser expresada recombinantemente y 1la
actividad de la proteina puede ser determinada.

Un polinucleéStido puede ser ademds modificado para
incrementar la estabilidad in vivo. Posibles modificaciones
incluyen, pero no estén limitadas a, la adicién de secuencias
flanqueantes en los extremos 5' y/o 3'; el wuso de
fosforoticato o© 2-o-metilo en <vez de loe enlaces
fosfodiesterasa en la cadena principal; y/o la inclusién de
bases no tradicionalee tales como inosina, queosina y
wibutosina, asi como las formas acetil-, metil-, tio- y otras
formas modificadas de adenina, histidina, guanina, timina y

uridina.
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Otro aspecto de 1la invencién pertenece a las
moléculas polinucleotidicae aisladas que son antisentido a
los genes de CAT2 o ARG1 o sus transcritos. Un
polinucleétido "antisentido” comprende una secuencia
nucleotidica que ep complementaria a un polinuclebtido en
*gentido® que codifica para una proteina, por ejemplo,
complementario a la hebra de codificacién de una molécula de
ADNc de doble hebra o complementaria a una secuencia de ARNm.
En consecuencia, un polinucle6tido antisentido puede formar
enlaces de hidrSgeno con un polinucleétido en sentido. El
polinucleétido antisentido puede ser complementario a una
hebra de codificacién completa de los genes de CAT2 o ARGl de
la invencién, o Gnicamente a una porcién de los miemos. En
una modalidad, una molécula polinucleotidica antisentido es
antisentido a una ®regi6n de codificaci6n*® de la hebra de
codificacién de una secuencia nucleotidica de la invencién.
En otra modalidad méas, la molécula polinucleotidica
antisentido es antisentido a una “regidén de no codificacién”
de la hebra de codificacién de una secuencia nucleotidica de
la invencién.

Los polinuclebétidos antisentido de 1la invencién
pueden ser disefiados de acuerdo a las reglas de apareamiento
de bases de Watson y Crick. La molécula polinucleotidica
antisentido puede ser complementaria a la regién de

codificacién completa de un ARNm correspondiente a un gen de
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la invencién. Este puede ser también un oligonucleétido que
estd antisentido fGnicamente a una porcién de la regién de
codificacién o no codificacién. Un oligonucleétido
antisentido puede ser, por ejemplo, aproximadamente 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 6 50 nucleétidos de longitud. Un
polinucle6tido antisentido de 1la invenci6n puede ser
construido wutilizando sintesis gquimica y reacciones de
ligadura enzimdtica utilizando procedimientos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, un polinucleétido antisentido (por
ejemplo, un oligonucleétido antisentido) puede ger
quimicamente sintetizado utilizando nucle6tidos de origen
natural o nucledtidos diversamente modificados disefiados para
incrementar la estabilidad biolégica de las moléculas, o para
incrementar la estabilidad fisica del dGplex formado entre
los polinucleétidos antisentido y en sentido, por ejemplo,
derivados de fosforotiocato y nucleétidos sustituidos con
acridina, pueden ser utilizados. Los ejemplos de nuclebtidos
modificados que pueden ser utilizados para generar el
polinucle6tido antisentido incluyen 5-fluorouracilo, 5-
bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina,

xantina, 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroximetil)-uracilo,

S-carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-
carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo, beta-D-
galactosilqueosina, inosina, N6-isopenteniladenina, 1-

metilguanina, l-metilinosina, 2,2-dimetilguanina, 2-
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metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-
metilcitosina, Né-adenina, 7-metilguanina, 5-
metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo,
beta-D-manosilqueosina, 5’ -metoxicarboximetiluracilo, 5-
metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenosina, dcido
uracil-5-oxiacético (v), wibutoxosina, pseudouracilo,
queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo,
4-tiouracilo, 5-metiluracilo, metiléster del &cido uracil-S5-
oxiacético, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil)uracilo, ({acp3)w,
Y 2,6-diaminopurina. Alternativamente, el polinucleétido
antisentido puede ser producido bioclégicamente utilizando un
vector de expresién dentro del cual ha sido subclonado un
polinucleétido en una orientacién antisentido (por ejemplo,
el ARN transcrito a partir del polinuclebétido insertado,
estard en una orientacién antisentido a un polinucleétido
objetivo de interés, descrito posteriormente en la siguiente
subseccifn) .

Las moléculas polinucleotidicas antisentido de 1la
invencitn son tipicamente administradas a un sujeto o
generadas in situ tal que éstas se hibridan con o se enlazan
al ARNm celular y/o al ADN genémico que codifica para una
proteina CAT2 y una proteina ARGl para inhibir con esto la
expresidén de la proteina, por ejemplo, mediante la inhibicién
de la transcripcién y/o la traduccién. La hibridacién puede

ser mediante complementariedad de nucleétidos convencional,
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para formar un diplex estable, o por ejempleo, en los casos de
una molécula polinucleotidica antisentido que se enlaza a los
dGplex de ADN, a través de interacciones especificas en
el canal mayor de la doble hélice. Un ejemplo de una
ruta de adminietracién de las moléculas
polinucleotidicas antisentido de la invencidn incluye
la inyeccién directa en un sitio tisular (por
ejemplo, intestino o sangre). Alternativamente, las
moléculas pelinucleotidicas antisentido pueden ser
modificadas para dirigirse a células seleccionadas vy
luego administradas sistémicamente. Por ejemplo,
para la administraci6tn eistémica, las moléculas
antisentido pueden ser modificadas tal que é&stas Be
enlazan especificamente a los receptores o antigenos
expresados sobre una superficie celular seleccionada,
por ejemplo, mediante el enlace de 1las moléculas
pelinucleotidicas antisentido a péptidos o
anticuerpos gque 8e enlazan a 1los receptorese o
antigenos de 1la superficie celular. Lase moléculas
polinucleotidicas antisentido pueden también ser
distribuidas a 1las células utilizando 1los vectores
descritos en la presente. Para lograr
concentraciones intra-celulares seuficientes de las
moléculas antisentido, pueden ser utilizadas las

construcciones vector en las cuales es colocada la molécula
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peolinucleotidica antisentido bajo el control de un promotor
pol II o pel III fuerte.

Otro aspecto més de la invencién pertenece a una
molécula polinucleotidica a-anomérica. La molécula

polinucleotidica a-anomérica es capaz de formar hibridos de
doble hebra especificos con un ARN de CAT2 y ARGl en los

cuales, de manera contraria a las unidades B wusuales, las
hebras corren paralelas a la otra. La molécula
polinucleotidica a-anomérica puede también comprender un 2-o-
metilribonucleétido o un andlogo quimérico de ARN-ADN.

En otra modalidad mis, el polinuclebétido aislado es
una ribozima. Las ribozimas son moléculas cataliticas de ARN
con actividad de ribonucleasa que son capaces de escindir un
polinucleétido de hebra simple, tal como un ARNm, al cual
éstas tienen una regién complementaria. De este modo, las
ribozimas pueden ser utilizadas para escindir cataliticamente
los transcritos de ARNm del gen de CAT2 y/o de ARGl para
inhibir con esto la traduccién del ARNm. Una ribozima que
tiene especificidad para el gen CAT2 y ARGl puede ser
disefiada con base en la secuencia nucleotidica del gen de
CAT2 y ARGl. Un ARNm transcrito a partir del gen de CAT2 y
ARGl puede ser utilizado para seleccionar un ARN catalitico
que tiene una actividad de ribonucleasa especifica a partir

de un combinado de molé&culas de ARN. Alternativamente, la
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expresién del gen de CAT2 y ARGl puede ser inhibida al
dirigirse a las secuencias nucleotidicas
complementarias a la regién reguladora de estos genes
(por ejemplo, el promotor y/o aumentadores) para
formar estructuras de triple hélice gue previenen la
transcripcién del gen en células diana.

La expresién del gen de CAT2 y ARGl puede ser
también inhibida utilizando la interferencia de ARN
(ARN,) . Esta es una técnica para el silenciamiento
génico post-trascripcional (“PTGS"), en el cual 1la
actividad del gen diana es especificamente abolida
con el ARN de doble hebra cognado (“"dsARN”). En
muchas modalidades, el dsARN de aproximadamente 21
nucleétidos, homélogos al gen objetivo, es
introducido dentro de la célula y es observada una
reduccidén especifica de secuencia en la actividad del
gen. La interferencia del ARN proporciona un mecanismo
de silenciamiento de genes al nivel del ARNm. Este ofrece un
procedimiento eficiente y ampliamente aplicable para la
supresién de un gen, asi como para fines terapéuticos.

Las secuencias capaces de inhibir la expresién de
los genes por interferencia del ARN pueden tener cualquier
longitud deseada. Por ejemplo, la secuencia puede tener al
menos 15, 20, 25 o mis nuclebStidos consecutivos. La

secuencia puede 8ser dsARN o© cualquier otro tipo de
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polinucle6tido, con la condicién de que la secuencia pueda
formar un complejo de silenciamiento funcional para degradar
el transcrito de ARNm objetivo o diana.

En una modalidad, la secuencia comprende o consiste
de un ARN corto de interferencia (siARN). El 8iARN puede
ser, por ejemplo, dsARN que tiene 19 a 25 nuclebétidos. Los
s8iARNs pueden ser producidos endSgenamente  mediante
degradacién de las moléculas de deARN mis largas por una
nucleasa relacionada a la ARNasa III, denominada Dicer. Los
8iARNs pueden ser también introducidos dentro de una célula
ex6genamente o mediante transcripcién de una construccién de
expresién. Una vez formado, los siARNs se ensamblan con los
componentes proteicos en complejos que contienen
endorribonucleasa conocidos como complejos de silenciamiento
inducido por ARN (RISCs). Un desenrollamiento generadoc por
ATP del siARN activa los RISCs, que a 8u vez dirigen el
transcrito de ARNm complementario mediante apareamiento de
bases de Watson y Crick, con lo cual se rompe y se destruye
el ARNm. La escisién del ARNm tiene lugar cerca de la parte
intermedia de la regi6n enlazada por la hebra de siARN. Esta
degradacién del ARNm especifica de la secuencia da como
regultado silenciamiento del gen.

Pueden ser empleadas al menocs dos formas para
lograr el silenciamiento del gen mediado por siARN.

Primeramente, los siARNs pueden ser sintetizados in vitro e
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introducidos dentro de las células para suprimir
transitoriamente la expresién del gen. El siARN sintético
proporciona una manera fécil y eficiente para conseguir el
ARNi. El siARN son dfplex de oligonucleStidos mixtos cortos
que pueden incluir, por ejemplo, 19 nuclebtidos con partes
sobresalientes 3’ de dinuclebStidos simétricos. Utilizando
los dfiplex de siARN de 21 pares de bases, sintéticos (por
ejemplo, 19 bases de ARN seguidas por una porcién
sobresaliente UU o dTAT 3’), el silenciamiento del gen
especifico de la secuencia puede ser logrado en células de
mamifero. Estos siARNs pueden suprimir especificamente 1la
traduccién del gen dirigida, en células de mamifero sin
activacién de la cinasa proteica dependiente del ADN (PKR)
por dsARN mis largo, lo cual puede dar como resultado
represién no especifica de la traduccién de muchas proteinas.

En segqundo lugar, los siARNs pueden ser expresados
in vivo a partir de los vectores. Este procedimiento puede
ser utilizado para expresar establemente los 8iARNs en
células © en animales transgénicos. En una modalidad, los
vectores de expresién del siARN son manipulados mediante
ingenieria genética para impulear la transcripciSn del siARN
a partir de unidades de transcripcién de polimerasa III (pol
ITI). Las unidades de transcripcién pol III son adecuadas
para la expresiétn del siARN en forma de horquilla, ya que

égtas despliegan un sitio de terminacién de la transcripcién

9

‘Al



10

15

20

25

52

rico en AT, corto, que conduce a la adici6n de porciones
sobresalientes de 2 pb (por ejemplo, UU) a los 8siARNs en
forma de horquilla -una caracteristica que es {til para la
funcién del siARN. Los vectores de expresién pol III pueden
ser también utilizados para crear ratones transgénicos gque
expresan el siARN,

En otra modalidad mis, loe B8iARNs pueden ser
expresados de una manera especifica de tejido. Bajo este
procedimiento, los ARNs de doble hebra largos (dsARNs) son
primeramente expresados a partir de un promotor especifico de
tejido en los nicleos de las lineas celulares seleccionadas o
en ratones transgénicos. Los dsARNs largos son procesados en
8ilARNs en los nficleos (por ejemplo, los Dicer). Los siARNs
salen de los nficleos y son mediadores del silenciamiento
eppecifico del gen. Un procedimiento gimilar puede ser
utilizado en conjunto con los promotores especificos de
tejido para crear ratones suprimidos en un gen, especifico de
tejido. Cualquier porcién sobresaliente dinucleotidica 3’
tal como UU, puede ser utilizada para el disefio del 8iARN.
En algunos casos, los residuoe de G en la porcién
sobresaliente son evitados debido al potencial para que el
s8iARN sea escindido por la ARNasa en residuos de G de una
561a hebra. Con respecto a la secuencia de siARN misma, se
ha encontrado que los siARNsS con un contenido de GC de 30 a

50% pueden ser mis activos que aquellos con un contenido més
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alto de G/C en ciertos casos. Ademis, ya que un tramo
poli(T) de 4 a 6 nucleStidos puede actuar como una seflal de
terminacién para el ARN pol III, los tramos de >4 Ts o As en
la secuencia objetivo pueden ser evitados en ciertos casos
cuando se diseflan las secuencias que van a ser expresadas a
partir del promotor pol III de ARN. Ademis, algunas regiones
del ARNm pueden s8Ber Yya sea altamente estructuradas o
enlazadas por protefinas regquladoras. De este modo, puede ser
de auxilio seleccionar los sitios objetivo del 8iARN en
diferentes posiciones a lo largo de la longitud de la
gecuencia del gen, Finalmente, los sitios objetivo
potenciales pueden ser comparadcs a la base de datos del
genoma apropiado (humano, ratén, rata, etc.). Cualesquiera
secuencias objetivo con més de 16 a 17 pares de bases
contiguas de homologia a otras secuenclas de codificacién,
pueden ser eliminadas de la consideracién en ciertecs casos.
En una modalidad, el siARN es disefiado para tener
dos repeticiones invertidas separadas en wuna secuencia
espaciadora corta y terminan con una sarta de Ts que sirven
como un s8itio de terminacién de la transcripcién. Este
disefio produce un transcrito de ARN que se predice va a
plegarse en un s8iARN corto en forma de horquilla. La
seleccién de la secuencia objetivo de siARN, la longitud de
las repeticiones invertidas que codifican para el tallo de

una horquilla putativa, el orden de las repeticiones
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invertidas, la longitud y la composicién de la secuencia
espaciadora que codifica para el rizo de la horquilla, y la
presencia o ausencia de 5’-protuberancias, pueden variar para
lograr resultados deseables.

Los objetivoe de pgsiARN pueden ser seleccionados
mediante exploracién de una secuencia de ARNm para los
dinucle6tidos AR y el registro de los 19 nuclebtidos
inmediatamente corriente abajo (3’) de AA. Pueden ser
también uti].iza;ios otros wmétodos para seleccionar los
objetivos de 8siARN. En un ejemplo, la seleccién de 1la
gecuencia objetivo de siARN es puramente empiricamente
determinada (ver, por ejemplo, Sui et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. EUA 99: 5515-5520, 2002), siempre y cuando la secuencia
objetivo comience con GG y no comparta homologia secuencial
significativa con otros genes como son analizados por la
bGsqueda BLAST. En otro ejemplo méids, es empleado un método
mas elaborado para seleccionar las secuencias objetivo de
8iARN. Este procedimiento explota una observacifn de gque
cualquier sitio accesible en el ARNm endSgeno puede ser
dirigido para la degradacién por el método de
oligodesoxirribonuclebétido/ARNasa H (l.ee et al., Nature
Biotechnol. 20: 500-505, 2002).

En otra modalidad mis, el casete de expresién de
8iARN en forma de horquilla es construido para contener la

hebra en sentido del objetivo, seguido por un espaciador
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corto, la hebra antisentido del objetivo, y 5-6 Ts como
terminador de la transcripcién. El orden de las hebras en
sentido y antisentido dentro de 1las construcciones de
expresién de eiARN puede ser alterado ein afectar 1las
actividades del silenciamiento de genes del siARN en forma de
horquilla. En ciertos casos, la invencién del orden puede
provocar reduccidn parcial en las actividades de
silenciamiento de los genes.

La longitud de la secuencia nucleotidica que es
utilizada como el tallo del casete de expresién de piARN
puede estar en el intervalo, por ejemplo, de 19 a 29. El
tamafio del rizo puede estar en el intervalo de 3 a 23
nucleétidos. Pueden per también utilizadas otras longitudes
y/o tamafios de rizo.

En otra modalidad méds, una porcidén sobresaliente o
protuberancia 5’ en la construccién del siARN en forma de
horquilla puede ser utilizada, con la condicién de que el
BiARN en forma de horquilla sea  funcional en el
silenciamiento de genes. En otro ejemplo més, la porcién
sobresaliente 5’ incluye aproximadamente 6 residuos
nucleotidicos.

En otra modalidad adicional, las secuencias
objetivo para el ARNi son fragmentos de secuencia de
aproximadamente 21 mer seleccionados de las secuencias de

codificacién de CAT2 y ARGl, tales como las SEQ ID NOs: 1 y
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5. Las secuencias objetivo pueden ser Bseleccionadas de
cualquiera de las regiones ORF o0 regiones no ORF. El
extremo 5’ de cada secuencia objetivo tiene el

dinucleétido *NA”", donde “N* puede ser cualquier base
y “A" representa adenina. La secuencia 19-mer
remanente tiene un contenido de GC de entre 30% y
65%. En muchos ejemplos, la s8secuencia 19-mer
remanente no incluye cuatro A o T consecutivos (por
ejemplo, AAAA o TTTT), tres G o C consecutivas (por
ejemplo, GGG o CCC), o siete “"GC” en una hilera. Los
ejemplos de las secuencias objetivo preparadas
utilizando 1los <criterios anteriormente descritos
(*Criterios Relajados”) se ilustran en 1la Tabla 2.
Cada secuencia objetivo en la Tabla 2 tiene la SEQ ID
NO: 3n, y las hebras en sentido y antisentido del
s1ARN correspondientes tienen la SEQ ID NO: 3n+l y la
SEQ ID NO: 3n+2, respectivamente, donde n es un
niimero entero positivo. Para cada secuencia de
codificacién CAT2 y ARGl (por ejemplo, SEQ ID NOs: 1
Y 5, respectivamente), pueden ser seleccionadas las
secuencias objetivo miltiples.

Pueden ser utilizados criterios adicionales
para el disefio de la secuencia objetivo de ARNi. En
un ejemplo, el contenido de GC de la secuencia 19-mer

remanente esgtd limitado a entre 35% y 55%, vy
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cualquier secuencia 19-mer gque tenga tres A o T
consecutivas (por ejemplo, AAA o TTT) © una secuencia
palindrémica con 5 o mis bases, es excluida. Ademés, la
secuencia 19-mer puede ser seleccionada para tener baja
homologia secuencial a otros genes humanos. En una
modalidad, las secuencias objetivo potenciales son buscadas
por BLASTN contra la base de datos de la secuencia grupal
UniGene humana de NCBI. La base de datos UniGene humana
contiene grupos no redundantes de grupos orientados por
genes. Cada grupe de UniGene incluye las secuencias gque
representan un gen finico. Las B8ecuencias 19-mer gque no
producen concordancia hacia otros genes humanos bajo la
blisqueda BLASTN pueden 8Ber 8seleccionadas. Durante 1la
bGsqueda, el valor e puede ser ajustado a un valor exigente
(tal como *17). Ademis, la secuencia objetivo puede ser
seleccionada de la regiénm ORF, y es al menos de 75 pares de
bases a partir de los codones de inicio y de detencién. Los
ejemplos de las secuencias objetivo preparadas utilizando
estos criterios ("Criterios Exigentes”) son demostrados en la
Tabla 2 (SEQ ID NO: 3n, donde n es un nGmero entero
positivo). Las secuencias en sentido y antisentido del siARN
(SEQ ID NO: 3n+l y SEQ ID NO: 3n+2, respectivamente) para
cada secuencia objetivo (SEQ ID NO: 3n) s8son también

proporcionadas.
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Tabla 2. Secuencias Objetivoc de ARNL y secuencias de siARN

SEQ ID NO: Criterios Relajados (objetivo: SEQ | Criterios Exigentes (objetivo: SEQ ID
(secuencias de | ID NO: 3n; siARN sentido: SEQ ID | NO: 3n; siARN sentido: SEQ ID NO:
codificacién) | NO: 3nt1; siARN antisentido: SEQ | 3n+1; siARN antisentido: SEQ ID

ID NO: 3n+2) NO: 3n+2)
8EQ ID NO: BEQ ID NOB: 9-725 SEQ ID NOS: 1,332-1,409
1
SEQ ID NO: BEQ ID NOS: 726-1,331 8EQ ID NOS: 1,410-1,517

4

La efectividad de las secuencias de siARN puede ser
evaluada utilizando diversos métodos conocidos en la técnica.
Por ejemplo, una secuencia de siARN de la presente invencién
puede ser introducida dentro de una célula que sobre-expresa
un gen de CAT2 o de ARG1l. El polipéptido o el nivel del ARNm
del CAT2 o del ARGl en la célula puede ser detectado. Un
cambio sustancial en el nivel de expresién del LRG antes y
después de la introduccién de la secuencia de 8siARN, es
indicador de la efectividad de la secuencia de siARN en la
supresién de la expresién del gen de CAT2 o ARGIl. En un
ejemplo, los niveles de expresiém de otros genes son también
monitorizados antes y después de la introducci6n de 1la
secuencia de siARN. Una secuencia de siARN que tiene efecto
inhibitorio sobre la expresién de CAT2 o ARGl pero no afecta
significativamente la expresién de otros genes, puede ser

seleccionada. En otro ejemplo més, miltiples secuencias de
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8iARN o de otras secuencias de ARNi pueden ser introducidas
dentro de la misma célula diana. Estas secuencias de siARN o
ARNi inhiben especificamente la expresifn de los genes CAT2 o
ARGl pero no la expresién de otros genes. En otro ejemplo
mis, B8iARN u otras secuencias de ARNi que inhiben 1la
expresién del gen de CAT2 o de ARGl y otro gen o genes,
pueden ser utilizadas.

En otra modalidad mas, las molé&culas
polinucleotidicas de 1la presente invencién pueden ser
modificadas en la porcién base, la porcién azlcar o en la
cadena principal de fosfato para mejorar, por ejemplo, 1la
estabilidad, la hibridacién o la solubilidad de la molécula.
Por ejemplo, la cadena principal de fosfato de desoxirribosa
de las moléculas polinucleotidicas puede ser modificada para
generar polinucle6tidos peptidicos. Como se utiliza en 1la
presente, los términos “polinuclebébtidos peptidicos” © "“PNAs”
gse refiere a miméticos de polinucle6tido, por ejemplo,
miméticos de ADN, en los cuales la cadena principal de
fosfato de desoxirribosa es reemplazada por una cadena
principal de pseudopéptido, y tGnicamente son conservadas las
cuatro nucleobases naturales. La cadena principal neutra de
PNAs ha mostrado que permite la hibridaci6n especifica al ADN
y al ARN bajo condiciones de baja fuerza i6nica. La sintesis
de los oligbmeros de PNA puede ser realizada utilizando los

protocolos esténdares de sintesis de péptidos en fase s6lida.

127



10

15

20

25

60

Los PNAB pueden ser utilizados en aplicaciones
terapéuticas y de diagnf6stico. Por ejemplo, loe PNAs pueden
ser utilizados como agentes antisentido para la inhibicién
egpecifica de la secuencia de la expresién de CAT2Z o ARG1,
por ejemplo, mediante la induccién de la detencién de la
transcripcién o de la traduccién o inhibiendo la replicacién.
Loe PNAs de las moléculas polinucleotidicas de la invencién
pueden también ser utilizados en el andlisis de las
mutaciones de par de bases simples en un gen, por ejemplo,
mediante abrazamiento por PCR dirigido a PNA, como enzimas de
restriccién artificiales cuando se utilizan en combinacién
con otras enzimas (por ejemplo, nucleasas S1) o como sondas ©
cebadores para el secuenciamiento o hibridacién del ADN.

En otra modalidad mis, los PNAs pueden ser
modificados (por ejemplo, para aumentar su estabilidad o
captacién celular}, mediante el acoplamiento de grupos
lipofflicos u otros grupos auxiliares a PNA, mediante 1la
formacién de quimeras de PNA-ADN, o mediante el uso de
lipogomas u otras técnicas de distribucién de farmacos,
conocidas en la materia. Por ejemplo, las quimeras de PNA-
ADN de las moléculas polinucleotidicas de la invencién pueden
ser generadas, las cuales pueden combinar las propiedades
ventajosas de PNA y ADN. Tales quimeras permiten que las
enzimas de reconocimiento del ADN (por ejemplo. polimerasas

de ADN), interactGan con la porciém de ADN mientras que la
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porcién de PNA ©podria proporcionar alta afinidad vy
especificidad de enlace. Las gquimeras de PNA-ADN
pueden ser ligadas utilizando ligadores de longitudes
apropiadas seleccionadas en términos de apilamiento
de bases, nlimero de enlaces entre las nucleobases, y
orientacién. La pintesis de las guimeras de PNA-ADN
puede ser realizada. Por ejemplo, una cadena de ADN
puede ser sintetizada sobre un soporte eb6lido
utilizando la quimica de acoplamiento de
fosforamidita, esté@ndar y andlogos de nucleésido
modificados, por ejemplo, fosforamidita de 5'-(4-
metoxitritil)amino-5’-desoxi-timidina, puede Ber
utilizado como un espaciador entre el PNA y el
extremo 5’ del ADN, Los monémeros de PNA son luego
acoplados de una manera gradual para producir una
molécula quimérica con un segmento S5'PNA y un
segmento 3'ADN,. Alternativamente, las moléculas
quiméricas pueden ser sintetizadas con un segmento de
5'ADN y un segmento de 3’PNA,
Polipéptidos CAT2 y ARG1

Varios aspectos de la invencién pertenecen a
los polipéptidos CAT2 y ARGl mutados capaces de
inhibir la actividad normal de los polipéptidos CAT2
o ARGl, asi como fragmentos polipeptidicos adecuados

para el uso como inmunégenos para producir
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anticuerpos anti-CAT2 y anti-ARGl. En una modalidad,
los polipéptidos CAT2 y ARGl mutados (por ejemplo,
mutantes negativos dominantese) son producidos mediante
técnicas de ADN recombinante. Alternativamente, los
polipéptidos CAT2 Yy ARG1 mutados pueden ser
sintetizados quimicamente utilizando técnicas
estdndares de sintesis de péptido.

La presente invencién también pertenece a las
variantes de un CAT2 o un polipéptido ARGl que
funcionan como antagonistas del polipéptido CAT2 o
ARGl. En una modalidad, los antagonistas o agonistas
de los polipéptidos de CAT2 o ARGl son utilizados
como agentes terapéuticos. Por ejemplo, los
antagonistas para un polipéptido CAT2 o un
polipéptido ARGl pueden disminuir la actividad de la
proteina CAT2 o ARGl y mejorar una enfermedad
inflamatoria en un sujeto en donde la proteina CAT2 o
ARG1 es sobre-expresada. Las variantes del
peolipéptido CAT2 o ARGl pueden ser generadas mediante
mutagénesis, por ejemplo mutacién puntual discreta o
truncamiento de un gen de CAT2 o un gen de ARGl.

En ciertas modalidades, un antagonista de un
polipéptido de CAT2 o ARGl puede inhibir una o mis de las
actividades de la forma de origen natural del polipéptido

CAT2 o ARGl, por ejemplo, al modular competitivamente una
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actividad del polipéptido CAT2 o ARGl. De este modo, los
efectos biolSgicos especificos pueden ser promovidos mediante
tratamiento con una variante de funcién limitada.

L.os mutantes de un polipéptido CAT2 o ARGl dque
funcionan ya sea como agonistas de los polipéptidos CAT2 o
ARGl o como antagonistas del polipéptido CAT2 o ARGl, pueden
ser identificados mediante seleccién de Dbibliotecas
combinatorias mutantes. En ciertas modalidades, tales
variantee pueden ser wutilizadas, por ejemplo, como una
proteina terapéutica de 1la invencién. Una biblioteca
abigarrada de variantes de los polipéptidos de CAT2 y ARGl
puede ser producida, por ejemplo, al ligar enzimiticamente
una mezcla de oligonucleétidos sintéticos en secuencias
génicas tal que un grupo degenerado de secuencias
polipeptidicas de CAT2 o ARGl potenciales es expresable como
polipéptidos individuales, o alternativamente, como un grupo
de proteinas de fusién mis grandes (por ejemplo, para la
visualizacién de fagos) que contiene el grupo de secuencias
polipeptidicas de CAT2 o ARGl en é&sta. Existe una variedad
de métodos que pueden ser utilizados para producir
bibliotecas de variantes potenciales del polipéptido CATZ o
ARGl a partir de una secuencia oligonucleotidica degenerada.
La sintesis quimica de una secuencia génica degenerada puede
ger realizada en un sintetizador automitico de ADN, y el gen

gintético es luego ligado dentro de un vector de expresibn
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apropiado. El uso de un grupo degenerado de genes permite la
provigsién, en una mezcla, de todas las secuencias que
codifican para el grupo deseado de secuencias polipeptidicas
de CAT2 o ARGl potenciales. Los métodos para sintetizar
oligonucleétidos degenerados son conocidos en la técnica.
Adem&s, las bibliotecas de fragmentos de una
secuencia que codifica patra la protelina, correspondiente a un
gen de CAT2 o un gen de ARGl, pueden ser utilizadas para
generar una poblacién abigarrada de fragmentos polipeptidicos
de CAT2 o ARGl para la clasificacién y seleccidn subsecuentes
de variantes de un polipéptido CAT2 o un polipéptido ARGl.
En una modalidad, puede ser generada una biblioteca de
fragmentos de la secuencia de codificacién, mediante
tratamiento de un fragmento de PCR de doble hebra de una
secuencia que codifica para el gen CAT2 o ARGl, con una
nucleasa bajo condiciones en donde ocurre la formacién de
muescas {inicamente aproximadamente una vez por molécula,
desnaturalizando el ADN de doble hebra, renaturalizando el
ADN para formar el ADN de doble hebra el cual puede incluir
pares en sentido/antisentido a partir de diferentes productos
amuescados, removiendo las porciones de una sola hebra de
diplex reformados, mediante tratamiento con la nucleasa Sl1l, y
ligando la biblioteca de fragmentos resultante dentro de un
vector de expresibn. Mediante este método, puede Bser

derivada una biblioteca de expresién que codifica para los
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fragmentos N-terminal, C-terminal e interno de diversos
tamafioe del polipéptido CAT2 o ARGl.

Son conocidas varias técnicas en la materia para
clasificar los productos génicos de bibliotecas combinatorias
elaboradas mediante mutaciones puntuales © truncamiento, Yy
para clasificar las bibliotecas de ADNc para productos
génicos que tienen una propiedad seleccionada. Las técnicas
mis ampliamente utilizadas, las cuales son disponibles para
el andlisis de alto rendimiento, para clasificar bibliotecas
grandes de genes, incluyen tipicamente la clonacién de la
biblioteca de genes dentro de <vectores de expresién
replicables, la transformacién de las células apropiadas con
la biblioteca resultante de vectores, y la expresién de los
genes combinatorios bajo condicionee en las cuales la
deteccién de una actividad deseada facilite el aislamiento
del vector que codifica para el gen cuyo producto fue
detectado. La mutagénesis de conjunto recursivo (REM), una
técnica que aumenta la frecuencia de mutantes funcionales en
las bibliotecas, puede ser utilizada en combinacién con los
ensayos de clasificacién o pelecci6n para identificar las
variantes de los polipéptidos CAT2 o ARGl (Delgrave et al.,
Protein Engineering 6: 327-331, 1993).

Las porciones de un polipéptido CAT2 o un
polipéptido ARGl o variantes de un polipéptido CAT2 o ARGl

que tienen menos de aproximadamente 100 amino&cidos, y en
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general menos de 50 aminodcidos, pueden ser generadas por
medios sintéticos, utilizando técnicas bien conocidas por
aquellos de experiencia ordinaria en la materia. Por
ejemplo, tales polipéptidos pueden. ser sintetizados
utilizando cualquiera de 1las técnicas en fase 86lida
comercialmente disponible, tales como el método de sintesis
en fase 86lida de Merrifield, donde los aminodcidos son
secuencialmente agregados a una cadena de aminodcidos en
crecimiento. El equipo para la sintesis automatizada de
polipéptidos es comercialmente disponible de proveedores
tales como Perkin Elmer/Applied BioSystems Division (Foster
City, California), y pueden ser operados de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

Los métodos Yy composiciones para clasificar
inhibidores o activadores de proteinas, son conocidos en la
técnica. Ver las Patentes de los Estados Unidos Nos.
4,980,281, 5,266,464, 5,688,635 Y 5,877,007, que se
incorporan por referencia en la presente.

Anticuerpos

De acuerdo con otro aspecto mis, los anticuerpos
especificos para las proteinas CAT2 o ARGl pueden ser
preparados. En muchas modalidades, los anticuerpos de la
presente invencién pueden enlazarse a las proteinas CAT2 o
ARGl con afinidades de enlace de no menos de 10° M'. Los

anticuerpos pueden s8ser, sin 1limitacién, monoclonales,
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policlonales, quiméricos, humanizados, scFv, Fv, Fab’, Fab, o
F(ab’)a.

Una proteina CAT2 o ARGl de longitud completa puede
ger utilizada o, alternativamente, la invencién proporciona
fragmentos peptidicos antigénicos de la proteina CAT2 o
ARGl para el uso como inmunégenos. En muchas
modalidades, los péptidos antigénicos de la proteina
CAT2 o ARGl comprenden al menos 8 residuos de
aminoédcidos, y abarcan los epitopos de la proteina
CAT2 o ARG1 tal gque un anticuerpo producido contra el
péptido, forma un complejo inmune especifico con 1la
proteina CAT2 o ARGl. En muchas otras modalidades,
el péptido antigénico comprende al menos 8, 12, 16,
20 o mids residuos de amino&cidos.

Las porciones inmunogénicas (epitopos) pueden
ser identificadas en general utilizando técnicas bien
conocidas. Tales técnicas incluyen la seleccién o
clasificacién de polipéptidos para 1la habilidad de
reaccionar con anticuerpos especificos de antigeno,
antisueros y/o lineas de células T o clones. Tales
antisueros y anticuerpos pueden ser preparados como
se describe en 1la presente, y utilizando técnicas
bien conocidas. Un epitopo de la proteina CAT2 o
ARGl es una porcién que reacclona con tales

antisueros y/o células T a un nivel que no es
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polipéptido de longitud completa {(por ejemplo, en un
ensayo de ELISA y/o de reactividad a las cé&lulas T).
Tales epitopos pueden reaccionar dentro de tales
ensayos a un nivel T s8imilar a o mayor gque 1la
reactividad del polipéptido de longitud completa.
Tales clasificaciones pueden ser realizadas en
general utilizando métodos bien conocidos por
agquellos de experiencia ordinaria en la técnica. Por
ejemplo, un polipéptido puede ser inmovilizado sobre
un soporte gblido y puesto en contacto con suero del
paciente para permitir el enlace de los anticuerpos
dentro de 1los sueros al polipéptido inmovilizado.
Los sueros no enlazados pueden ser luego removidos y
los anticuerpos enlazados detectados utilizando, por
ejemplo, Proteina A Marcada con '%°1,

Los epitopos ejemplares abarcados por el
péptido antigénico son regiones de la proteina CAT2 o
ARGl que estén localizadas sobre la superficie del
polipéptido, por ejemplo, regiones hidrofilicas, asi
como regiones con alta antigenicidad.

Un inmunégeno CAT2 o ARGl (por ejemplo, la proteina
CAT2 o ARGl, un fragmento de la misma, © una proteina de
fusién a CAT2 o ARGl) es utilizado tipicamente para preparar

los anticuerpos mediante inmunizacién de un sujeto adecuado
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(por ejemplo, conejo, cabra, ratén u otro mamifero) con el
inmunégeno. Una preparacién inmunogénica apropiada puede
contener, por ejemplo, los inmunégenocs CAT2 o ARGl
recombinantemente expresados o© un inmunééeno de CAT2 o ARGl
quimicamente sintetizados. La preparacién puede ademis
incluir un adyuvante, tal como el adyuvante completo o
incompleto de Freund, o un agente inmunoestimulador similar.
La inmunizacién de un sujeto adecuado con la preparacién
inmunogénica induce una respuesta de anticuerpo anti-CAT2 o
anti-ARGl. Las técnicas para preparar, aislar y utilizar los
anticuerpos monoclonales o policlonales anti-CAT2 o anti-
ARGl, son bien conocidas en la materia.

En consecuencia, otro aspecto mie de la invencidn
pertenece a los anticuerpos monoclonales o policlonales anti-
CAT2 o anti-ARGl. Los ejemplos de porciones
inmunolégicamente activas de las moléculas de inmunoglobulina
incluyen 1loe fragmentos F(ab) y F(ab’): que pueden ser
generados mediante tratamiento del anticuerpo con una enzima
tal como pepsina. La invencién proporciona anticuerpos
policlonales y monoclonales que se enlazan a la proteina CAT2
o ARGl.

El titulo del anticuerpo anti-CAT2 o anti-ARGl en
el sujeto inmunizado puede ser monitorizado sobre el tiempo
mediante técnicas estéindares, tales como con el ensayo

inmunosorbente 1ligado a enzimas (ELISA) utilizando 1la
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linfocitos. Por ejemplo, 1los hibridomas murinos
pueden ser elaborados mediante la fusidn de

linfocitos provenientes de un ratén inmunizado con

una preparacién inmunogénica de la presente
invencién, con una linea celular de ratoén
inmortalizada. Los ejemplos de lineas celulares

inmortales incluyen lineas celulares de mieloma de
ratén gque son sensibles al medio de cultivo que
contiene hipoxantina, aminopterina y timidina ("medio
HAT") . Cualquiera de un nfimero de lineas celulares
de mieloma pueden ser utilizadas como un socio de
fusién de acuerdo a las técnicas estédndares, por
ejemplo, las lfineas de mieloma P3-NS1/1-Ag4-1l, P3-
x63-AgB8.653 o Sp210-Agl4. Estas lineas de mieloma
son disponibles de la ATCC. Tipicamente, las células
de mieloma de ratén sensibles a HAT son fusionadas a
los esplenocitos de ratén utilizando polietilenglicol
(“PEG*). Las células hibridomas resultantes de la
fusién son luego seleccionadas utilizando el medio de
HAT, que mata las células de mieloma no fusionadas y
no productivamente fusionadas (los esplenocitos no fusionados
mueren despu&e de varios dfias debido a que é&stos no ‘son
transformados) . Las células hibridomas que producen un
anticuerpo monoclonal son detectadas mediante clasificacién

de los sobrenadantes de cultivo de hibridoma para los
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anticuerpos que se enlazan a un polipéptido CAT2 o ARGl
especificamente, por ejemplo, utilizando un ensayo de ELISA
estandar.

Alternativamente a la preparacién de los hibridomas
que secretan anticuerpos monoclonales, puede ser identificado
un anticuerpo monoclonal anti-CAT2 o anti-ARGl, y aislado
mediante clasificacién de una biblioteca de inmunoglobulina
combinatoria recombinante (por ejemplo, una biblioteca de
visualizacién de fago de anticuerpo) con la proteina CAT2 o
ARGl para aislar con esto los miembros de la biblioteca de
inmunoglobulina gue se enlazan a la proteina CAT2 o ARGl.
Los equipos para generar y clasificar las bibliotecas de
vigualizacién de fagos, son comercialmente disponibles (por
ejemplo, el Sistema de Anticuerpo de Fago Recombinante de
Pharmacia, Catdlogo No. 27-9400-01; vy el Equipo de
Visualizacién de Fago Stratagene SurfZApP™, Catdlogo No.
240612).

Los anticuerpos anti-CAT2 o anti-ARGl1 también
incluyen los fragmentos de anticuerpc “Fv de cadena simple” o
“gcFv?. Los fragmentos scFv comprenden los dominios Vy y Vi
de un anticuerpo, en donde estos dominios esté&n presentes en
una cadena polipeptidica simple. En general, el polipéptido
Fv comprende ademis un ligador polipeptidico entre los
dominios Vy y V,, gque hacen posible que el scFv forme la

estructura deseada para el enlace al antigeno.
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Adicionalmente, los anticuerpos recombinantes anti-
CAT2 o anti-ARGl, talee como los anticuerpos menoclonales
quiméricos y humanizados que comprenden porciones humanas Yy
no humanas, que pueden ser elaboradas utilizando técnicas de
ADN recombinante esténdares, y estén dentro del alcance de la
presente invencién. Tales anticuerpos monoclonales
quiméricos y humanizados pueden ser producidos mediante
técnicas de ADN recombinante conocidas en la materia.

Los anticuerpos humanizados pueden ser deseables
para el tratamiento terapéutico de sujetos humanos. Las
formas humanizadas de 1los anticuerpos no humanos (por
ejemplo, murinos) son moléculas quiméricas de
inmunoglobulinas, cadenas de inmunoglobulina o fragmentos de
las mismas (tales como Fv, Fab, Fab’, F{ab’)z u otras
subsecuencias de anticuerpos que se enlazan al antigeno), que
contienen la secuencia minima derivada de la inmunoglobulina
no humana. Los anticuerpos humanizados incluyen
inmunoglobulinas humanas (anticuerpo del recipiente o
paciente) en las cuales los residuos que forman una regidn de
terminacién complementaria (CDR) del recipiente, son
reemplazados por residuos provenientes de un CDR de una
especie no humana (anticuerpo donador) tal como ratém, rata o
conejo que tiene la especificidad, afinidad y capacidad
deseada. En algunos casos, los residuos de la estructura de

Fv de la inmunoglobulina humana son reemplazados por residuos
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no humanos correspondientes. Los anticuerpos humanizados
pueden también comprender residuos que no son encontrados en
el anticuerpo del recipiente ni en las secuencias de CDR o
estructurales importadas. En general, el anticuerpo
humanizado comprenderid sustancialmente todo o al menos uno, y
tipicamente dos, dominios variables, en los cuales todas o
sustancialmente todas las regiones de CDR corresponden a
aquellas de una inmunoglobulina no humana y todas o
sustancialmente todas las regiones constantes son aquellas de
una secuencia de consenso de inmunoglobulina humana. El
anticuerpo humanizado puede también incluir al menos una
porcién de una regién constante de inmunoglobulina (Fc), tal
como aquella de una inmunoglobulina humana.

Tales anticuerpos humanizados pueden ser producidos
utilizando ratones transgénicos que son incapaces de expresar
los genes de cadena pesada y cadena ligera de inmunoglobulina
endfgena, pero que pueden expresar genes de cadena pesada y
cadena ligera humanos. Los ratones transgénicos son
inmunizados de la manera normal con un antigeno seleccionado,
por ejemplo, toda o una porcién de la proteina CAT2 o ARG1.
Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno
pueden ser obtenidos utilizando la tecnologia de hibridoma
convencional. Los transgenes de inmunoglobulina humana
albergados por los ratones transgénicos se reacomodan durante

la diferenciacién de las células B, y subsecuentemente sufren
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cambio de clase y mutacién somitica. De este modo,
utilizando tal técnica, es posible producir anticuerpos IgG,
IgA e IgE terapéuticamente fitiles.

Los anticuerpos humanizados que reconocen un
epitopo seleccionado pueden ser generados utilizando una
técnica denominada como “seleccién guiada”®. En este
procedimiento, un anticuerpo monoclonal no humano
seleccionado, por ejemplo, un anticuerpo murino, es utilizado
para guiar la seleccién de un anticuerpo humanizado que
reconoce el mismo epitopo.

En una modalidad, los anticuerpos para la proteina

CAT2 o ARGl son capacea de reducir o eliminar la funcién

biol6gica de la proteina CAT2 o ARGl. En muchos casos, puede.

ser obtenido al menos una disminucién del 25% de 1la
actividad. En muchos otros casos, puede ser alcanzada al
menos 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o mis disminucién en la
actividad.

Un anticuerpo anti-CAT2 o anti-ARGl1 puede ser
utilizado para aislar la proteina CAT2 o ARGl o los mutantes
de la proteina CAT2 o ARGl mediante técnicas esténdares,
tales como cromatografia de afinidad o inmunoprecipitacién.
Un anticuerpo anti-CAT2 o anti-ARG1 puede facilitar 1la
purificacién de una proteina CAT2 o ARGl natural o mutante a
partir de las células y de una proteina CAT2 o ARGl

recombinantemente producida, expresada en las células
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hospederas. Adem&s, un anticuerpo anti-CAT2 o anti-ARGl
puede per utilizado para detectar la proteina CAT2 © ARGl
{por ejemplo, en un lisado celular o sobrenadante celular
sobre la superficie celular) con el fin de evaluar 1la
abundancia y el patrSn de expresién de la proteina CAT2 o
ARG1. Los anticuerpos anti-CAT2 o anti-ARGl pueden ser
utilizados en diagnéstico para monitorizar 1loe niveles de
proteina en tejido, como parte de un procedimiento de prueba
clinico, por ejemplo, para determinar la eficacia de un
régimen de tratamiento dado. La deteccifn puede ser
facilitada mediante el acoplamiento (por ejemplo, enlace
fisico) del anticuerpe a una sustancia detectable. Los
ejemplos de sustancias detectables incluyen diversas enzimas,
grupos proetéticos, materiales fluorescentes, materiales
luminiscentes, materiales bioluminiscentes y materiales
radiocactivos. Los ejemplos de enzimas adecuadas incluyen
peroxidasa de rdbano, fosfatasa alcalina, galactosidasa o
acetilcolinesterasa; los ejemplos de complejos del grupo
prostético adecuados incluyen estreptavidina/biotina vy
avidina/biotina; los ejemplos de materiales fluorescentes
adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato
de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilaminofluoresceina,
cloruro de dansilo o picoeritrina; un ejemplo de un material
luminiscente incluye luminol; los ejemplos de materiales

bioluminiscentes incluyen luciferasa, luciferina y aecuorina;
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y los ejemplos de material radioactivo incluyen 51, 311, 3g

y ’H.

Los anticuerpos anti-CAT2 o anti-ARGl1 de 1la
invencién son también f(tiles para dirigir un material
terapéutico a una célula o tejido que tiene expresién elevada
de CAT2 o ARGl. Por ejemplo, un material terapéutico tal
como un antagonista de CAT2 o ARGl de molécula pequefia, puede
ser enlazado al anticuerpo anti-CAT2 o anti-ARG1 con el fin
de dirigir el material terapéutico a la célula o tejido que
tiene la expresidn elevada de CAT2 o ARGl.

Un agente terapéutico puede ser acoplado (por
ejemplo, covalentemente enlazado) a un anticuerpo monoclonal
adecuado ya sea directa o indirectamente (por ejemplo, via un
grupo ligador). Una reaccién directa entre un agente y un
anticuerpo es posible cuando cada uno posee un sustituyente
capaz de reaccionar con ‘el otro. Por ejemplo, un grupo
nucleofflico, tal como un grupo amino o sulfhidrilo, sobre
uno puede ser capaz de reaccionar con un grupo que contiene
carbonilo, tal como un anhidrido o un haluro de &cido, o con
un grupeo alquilo que contiene un buen grupo saliente (por
ejemplo, un haluro) sobre el otro.

Alternativamente, puede ser deseable acoplar un
agente terapéutico y un anticuerpo via un grupo ligador. Un
grupo ligador puede funcionar como wun espaciador para

distanciar un anticuerpo de un agente, con el fin de evitar
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la interferencia con las capacidades de enlace. Un grupo
ligador puede también servir para incrementar la reactividad
quimica de un sustituyente sobre un agente o un anticuerpo, y
de este modo incrementar la eficacia de acoplamiento. Un
incremento en la reactividad quimica puede también facilitar
el uso de agentes, o grupos funcionales sobre agentes, 1lo
cual de otro modo no podria ser posible.

Seri evidente para aquellos expertos en la técnica
que puede ser empleada una variedad de reactivos
bifuncionales o peolifuncionales, homo- y hetero-funcionales
(tales como aquellos descritos en el catdilogo de Pierce
Chemical Co., Rockford, Ill.), como el grupo ligador. El
acoplamiento puede ser efectuado, por ejemplo, a través de
grupos amino, grupos carboxilo, grupos sulfhidrilo o residuos
de carbohidrato oxidados. Existen numerosas referencias que
describen tal metodologia, por ejemplo, la Patente de los
Estadoe Unidos No. 4,671,958 a Rodwell et al.

Cuando un agente terapéutico es més potente cuando
esta libre de la porcién de anticuerpo de los
inmunoconjugados de la presente invencién, puede ser deseable
utilizar un grupo ligador que es escindible durante o después
de la internmalizacién dentro de una célula. Ha sido descrito
un nGmero de diferentes qgrupos ligadores escindibles. Los
mecanismos para la liberacién intracelular de un agente a

partir de estos grupos ligadores incluye la escisién por
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reduccién de un enlace disulfuro (por ejemplo, Patente de los
Estados Unidos No. 4,489,710 a Spitler), mediante radiacién
de un enlace fotoldbil (por ejemplo, Patente de loe Estados
Unidos No. 4,625,014 a Senter et al.), mediante hidrélisis de
las cadenas laterales de aminodcidos derivatizadas (por
ejemplo, Patente de los Estados Unidos No. 4,638,045 a Kohn
et al.), mediante hidr6lisis mediada por complemento en suerc
(por ejemplo, Patente de los Estados Unidos No. 4,671,958 a
Rodwell et al.), e hidr6lisis catalizada por &acido (por
ejemplo, Patente de 1los Estados Unidos No. 4,569,789 a
Blattler et al.).

Puede ser deseable acoplar mds de un agente a un
anticuerpo. En una modalidad, mdltiples moléculas de un
agente son acopladas a una molécula de anticuerpo. En otra
modalidad més, mdes de un tipo de agente puede ser acoplado a
un anticuerpo. No obstante de la modalidad particular, los
inmunoconjugados con mis de un agente pueden ser preparados
en una variedad de formas. Por ejemplo, mie de un agente
puede Ber acoplado directamente a una molécula de anticuerpo,
o los ligadores que proporcionan sitios mGltiples para el
acoplamiento, pueden ser utilizados.

Vectores

Otro aspecto més de la invencifn pertenece a los

vectores que contienen polinucledtidos que codifican para los

polipéptidos CAT2 o ARGl © porciones de los mismos. Los
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vectores pueden ser plésmidos o vectores virales.

Los vectores de expresifn de la invencién pueden
ser disefiados para la expresién de los polipéptidos CAT2 o
ARGl en células procarifticas o eucaribticas. Por ejemplo,
los polipé&ptidos CAT2 o ARGl pueden ser expresados en células
bacterianas tales como E. «c¢oli, células de insecto
(utilizando vectores de expresién de baculovirus), células de
levadura, o cé€lulas de mamifero. En ciertas modalidades, tal
proteina puede ser utilizada, por ejemplo, como una proteina
terapéutica de la invencién. Alternativamente, el vector de
expresién puede ser transcrito y traducido in vitro, por
ejemplo utilizando secuencias reguladores del promotor T7, y
la polimerasa T7.

En otra modalidad més, el vector de expresién de
mamifero que incluye los elementos reguladores especificos de
tejido, son utilizados para expresar los polinuclebétidoe de
interés. Los elementos regquladores especificos de tejido son
conocidos en la técnica y pueden incluir promotores
epiteliales especificos de células. Otros ejemplos no
limitantes de promotores especificos de tejido, adecuados
incluyen el promotor de albGmina especifica del higado,
promotores especificos linfoides, promotores de receptores de
células T e inmunoglobulinas, promotores especificos de
neuronas (por ejemplo, el promotor de neurofilamento),

promotores especificos del pincreas y promotores especificos
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de glandula mamaria (por ejemplo, promotor de suero de

leche). Los promotores regulados por el desarrollo son
también abarcados, por ejemplo, el promotor de a-
fetoproteina.

La invencién también proporciona un vector de
expresién recombinante que comprende un polinucleétido que
codifica ya sea para un polipéptido CAT2 o un polipéptido
ARGl clonado dentro del vector de expresién en una
orientacién antisentido. Ea decir, la molécula de ADN es
operativamente enlazada a una secuencia reguladora de una
manera gque permite la expresién (mediante transcripecién de la
molécula de ADN) de una molécula de ARN que esté antisentido
al ARNm correspondiente ya sea al gen de CAT2 o al gen de
ARGl de 1la invencién. Las secuencias reguladores
operativamente enlazadas a un polinuclebdtido clonado en la
orientacién antisentido, pueden ser elegidas para dirigir la
expresién continua de la molécula de ARN antisentido en una
variedad de tipos celulares. Por ejemplo, promotores o
aumentadores virales, o esecuenciae reguladoras pueden ser
elegidos para dirigir la expresién constitutiva, especifica
del tejido o especifica del tipo celular del ARN antisentideo.
El vector de expresién antisentido puede estar en la forma de
un pldsmido recombinante, fagémido o virus atenuado en el
cual se producen los polinucleb6tidos antiseentido bajo el

control de una regién reguladora de alta eficiencia. La
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actividad del promotor/aumentador puede ser determinada por
el tipo de célula dentro del cual es introducido el vector.

La invencién proporciona ademis vehiculos de
distribucién de genes para la distribuci6n de 1los
polinucleétidos a las células, tejidos o un mamifero para la
expresién. Por ejemplo, una secuencia polinucleotidica de la
invencién puede ser administrada ya sea localmente o
sistémicamente en un vehiculo de distribucién de genes.
Estas construcciones pueden utilizar procedimientos de
vectores virales o no virales en la modalidad in vivo o ex
vivo. La expresifn de tal secuencia de codificacién puede
ser inducida utilizando promotores endbégenos de mamifero o
heterSlogos. La expresién de la secuencia de codificacién in
vivo puede ger ya sea constituida o regulada. La invencién
incluye vehiculos de distribucién de genes capaces de
expresar los polinuclebtidos contemplados. El vehiculo de
distribucién de genes puede per, por ejemplo, un vector
viral, tal como un vector retroviral, lentiviral, adenoviral,
viral adenc-asociado (AAV), viral del herpes o alfavirus. El
vector viral puede también ser un astrovirus, coronavirus,
ortomixovirus, papovavirus, paramixovirus, parvovirus,
picornavirus, poxvirue, o togavirus.

La distribucién de las construcciones de terapia
génica de esta invencién dentro de las células, no estd

limitada a los vectores virales anteriormente mencionados.
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Otros métodos y medios de distribucién pueden ser empleados
tales, por ejemplo, vectores de expresién de &cido nucleico,
ADN catiénico policondensado ligado o no ligado a adenovirus
muerto solo, ADN ligando, complejo de liposoma-ADN, células
vehiculos de distribucién de cé&lulas eucaribticas, de
posicién de materiales de hidrogel fotopolimerizados,
pistola de particulas de transferencia de genes
manual, radiacién ionizante, neutralizacién de carga
nucleica o fusién con membranae celulares. La
transferencia de genes mediada por particulas puede
ser también empleada. En resumen, la secuencia puede
ser insertada dentro de vectores convencionales gque
contienen secuencia de control convencionales para la
expresién de alto nivel, y pueden ser luego incubados
con moléculas sintéticas de transferencia de genes
tales como cationes poliméricos gque 8e enlazan al
ADN, como la polilisina, protamina vy albtmina,
enlazados a los ligandos de direccién a las células,

tales como el asialoorosomucoide, insulina, galactosa,

lactosa o© tranaferrina. Puede ser también empleado ADN
desnudo. La eficiencia de captacién puede ser mejorada
utilizando esferas de latex biodegradables. Las esferas de

ldtex recubiertas con ADN son eficientemente transportadas
hacia las cé&lulas después del inicio de la endocitosis por

las esferas. El método puede ser mejorado ademis mediante
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tratamiento de las esferas para incrementar la hidrofobicidad
y con esto facilitar la desintegracién del endosoma y la
liberacién del ADN dentro del citoplasma.

Otro aspecto mis de la invencién pertenece a la
expresién ya sea de un gen de CAT2 o un gen de ARGl
utilizando un sistema de expresién requlable. Estos sistemas
incluyen, pero no estén limitados al sistema Tet-on/off, el
sistema Ecdysone, el sistema de progesterona y el sistema de
rapamicina.

Otro aspecto mis de la invencién pertenece al uso
de células hospederas que son transformadae, transfectadas o
transducidas con vectores que codifican o que comprenden ya
sea un polipéptido de CAT2 o un polipéptido de ARGl o
porciones de los mismos. Las células hospederas pueden ser
célulae procari6éticas o eucariéticas. Estas células
hospederas pueden ser empleadas para expresar cualquier
polipéptido CAT2 o ARGl deseado.

Métodos de Deteccién

Como se discutié al principio, el nivel de
expresién del gen de CAT2 o ARGl puede ser utilizado como un
marcador para enfermedades inflamatorias. La deteccibn y
medicién de la cantidad relativa de un producto de CAT2 o de
ARGl (polinuclebtidos o polipéptidos) puede ser cualquier
método conocido en la materia. La deteccién o la medicién

puede ser cualitativa o cuantitativa.
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Las metodologias tipicas para la deteccién de un
polinucleétido transcrito incluye la extraccién del ARN a
partir de una célula o muestra de tejido, seguido por 1la
hibridacién de wuna sonda marcada al ARN extrafido y 1la
deteccién de la sonda marcada (por ejemplo, transferencia de
Northern, o arreglo de &cido nucleico).

Las metodologias tipicas para la detecci6n de un
polinucle6tido transcrito incluyen extraccién de
proteinas a partir de una célula o muestra de tejido,
seguido por el enlace de un anticuerpo especifico
para la proteina objetivo a la muestra de proteinas,
y la deteccib6n del anticuerpo. Por ejemplo, la
deteccidén de un polipéptido CAT2 o ARGl puede ser
lograda utilizando ya Bsea el anticuerpo policlonal
anti-CAT2 o el anticuerpo policlonal anti-ARGl. Los
anticuerpos son en general detectados mediante el uso
de un anticuerpo secundario marcado. El marcador
puede B8Ber un radioisotopo, compuesto fluorescente,
una enzima, un co-factor enzimitico o ligando. Tales
métodos son bien comprendidos en la técnica.

En otra modalidad mis, la deteccién de la expresién
de la proteina CAT2 o ARGl es conducida mediante el uso de
moléculas pequefias que tienen altas afinidades de enlace a
los productos proteicos de CAT2 o ARGl. En muchos ejemplos,

las moléculas pequefias son féacilmente detectables. En muchos
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otros ejemplos, las moléculas pequeiias pueden ser directa o
indirectamente marcadas por otras sustancias detectables.

Los ejemplos de estas sustancias detectables incluyen, 8in

limitacién, enzimas, grupos prostéticos, materiales
fluorescentes, materiales luminiscentes, materiales
bigluminiscentes, materiales radioactivos, materiales

particulados o metales coloidales.

En ciertas modalidades, el gen CAT2 o ARGl mismo
puede servir como un marcador para enfermedades
inflamatorias. Por ejemplo, un incremento o una disminucién
de las copias genSmicas del gen de CAT2 o ARGl, tal como
mediante duplicacién o supresifn del gen, puede estar
correlacionada con una enfermedad inflamatoria.

La deteccién de las moléculas polinucleotidicas de
CAT2 o ARGl especificas, puede ser también evaluada mediante
electroforesis en gel, cromatografia en columna, o
secuenciamiento directo, PCR cuantitativa, RT-PCR, PCR
anidada, u otras técnicas conocidas en la materia.

La deteccién de la presencia de un nimero de copiase
de todo o una parte de un gen de CAT2 o de ARGl puede ser
realizada utilizando cualquier método conocido en la técnica.
En una modalidad, es empleado el anflisis de Southern para
evaluar la presencia y/o cantidad de las coplas genSmicas del
gen de CAT2 o ARGl. Otros métodos fitiles para la deteccidn

y/o cuantificacién del ADN incluyen, pero no estén limitados
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a, secuenciamiento directo, electroforesis en gel,
cromatograffia en columna, PCR cuantitativa, u otros medios
como es apreciado por aquellos expertos en la técnica.
Métodos de Clasificacidn

La invencién también proporciona los métodos
(cambién denominados en la presente como “ensayos de
clasificacién") para identificar 1los moduladores (por
ejemplo, los compuestos o agentes candidatos o de prueba que
comprenden porciones terapéuticas (por ejemplo, péptidos,
peptidomiméticos, peptoides, polinucleétidos, moléculas
pequeflas u otroe farmacos) los cuales (a) se enlazan a la
proteina CAT2 o ARGl, o (b) tienen un efecto inhibitorio
sobre la actividad de la proteina CAT2 o ARGl, o mis
egpecificamente (c¢) tienen un efecto modulador sobre las
interacciones de la proteina CAT2 o ARGl con uno o mids de sus
sustratos naturales (por ejemplo, péptido, proteina, hormona,
co-factor o© polinucledtido), o (d) tienen un efecto
inhibitorio sobre la expresitn del gen de CAT2 o ARGl. Tales
ensayos comprenden tiIpicamente una reaccién entre un gen de
CAT2 o ARGl y uno o mis componentes de ensayo. Loe otros
componentes pueden ser ya sea el compuesto de prueba mismo, o
una combinacién del compuesto de prueba y un socio de enlace
de la proteina CAT2 o ARGl.

Los compuestos de prueba de la presente invencifn

son en general moléculas inorgénicas, molé&culas orgédnicas
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est8n limitadas a, aminofcido, &cido nucleico, 1lipido,
aziicar, esteroide, polipéptidos, polinucleétidos,
polisacdridos, asif como cualesquiera compuestos orgénicos de
origen naturai o sintético que tengan una biocactividad en
mamiferos. En una modalidad, el compuesto de prueba es una
molécula orgdnica pequefia. En otra modalidad mis, el
compuesto de prueba es una biomolécula.

Los compuestos de prueba de la presente invencién
pueden ser obtenidos a partir de cualquier fuente disponible,
incluyendo bibliotecas sistemdticas de compuesatos naturales
y/o sintéticos. Los compuestos de prueba pueden ser
también obtenidos mediante cualquiera de los
numerosos procedimientos en métodos de biblioteca
combinatoria conocidos en la materia incluyendo:
bibliotecas biolé6gicas; bibliotecas de ©peptoides
(bibliotecas de moléculas que tienen la funcionalidad
de péptidos, pero con una nueva cadena principal no
peptidica que Qon resistentes a la degradacién
enzimética, pero ‘que no obstante permanecen
biocoactivas; ver, por ejemplo, Zuckermann et al., J.
Med. Chem. 37: 2678-85, 1994); las bibliotecas en
fase 86lida paralelas espacialmente dirigibles o 1las
bibliotecas en fase de solucifn; los métodos de bibliotecas

sintéticas que requieren desconvolucién; el método de
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biblioteca de ™“una esfera un compuesto”; y los métodos de
biblioteca sintética que utilizan seleccién de cromatografia
de afinidad. Los procedimientos de biblioteca biolégica y de
biblioteca peptoide estdn limitados a bibliotecas de
péptidos, mientras que los otros cuatro procedimientos son
aplicables a bibliotecas de péptidos, de oligbmeros no
peptidicos o de moléculas pequefias de los compuestos (Lam,
Anticancer Drug Des. 12: 145, 1997).

Como se utiliza en la presente, el término "pocio
de enlace” se refiere a un agente bicactivo que sirve ya sea
como un sustrato para la proteina CAT2 o ARGl, o©
alternativamente, comc un ligando que tiene afinidad de
enlace a la proteina CAT2 o ARGl. Como s8se menciond
anteriormente, el agente bicactivo puede ser cualquiera de
una variedad de compuestoe de origen natural o sintético,
aminodcidos, polipéptidos, @polisacélridos, nuclebtidos o
polinucle6tidos.

Clasificacién para Inhibidores de la Proteina CAT2 o ARGl

La invencién proporciona los métodos para
clasificar los compuestos de prueba para inhibidores de la
proteina CAT2 o ARGl, y para seleccionar las composiciones
farmacéuticas que comprenden los compuestos de prueba. El
método de selecci6n o clasificacién comprende poner en
contacto las alicuotas de las nmuestras de células que

expresan CAT2 o ARGl, con uno de una pluralidad de compuestos
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de prueba, y comparando la expresién de CAT2 en cada una de
las alicuotas para determinar si alguno de los compuestos de
pPrueba proporciona un nivel de expreeifn o actividad
sustancialmente disminuido de CAT2 o ARGl con relacién a las
muestras con otros compuestos de prueba, o con relacién a una
muestra no tratada o muestra control. Ademés, los métodos de
clasificacién pueden ser considerados mediante la combinacién
de un compuesto de prueba con la proteina CAT2 o ARGl y con
esto determinar el efecto del compuesto de prueba sobre la
proteina CAT2 o ARGl.

Ademés, la invencién estid dirigida también a un
método para clasificar o seleccionar loe compuestos de prueba
capaces de modular el enlace de la proteina CAT2 o ARGl a un
socio de enlace, mediante la combinacién del compuesto de
prueba, la proteina CAT2 o ARGl, y el socio de enlace entre
Bl, y determinando s8i el enlace del socioc de enlace y la
proteina CAT2 o ARGl ocurre. El compuesto de prueba puede
ser ya sea moléculas pequeflas o una biomolécula. Como se
discute mis adelante, los compuestos de prueba pueden ser
proporcionados a partir de una variedad de bibliotecas bien
conocidas en la técnica.

Otros métodos y composiciones para seleccionar los
inhibidores proteicos son también conocidos en la técnica.
Ver las Patentes de los Estados Unidos Nos. 4,980,281,

5,266,464, 65,688,635 y 65,877,007, gque 8se incorporan por
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referencia en la presente.

Ios 1inhibidores de la expresién, actividad o
habilidad de enlace de CAT2 o ARGl, s8son Utiles como
composiciones terapéuticas de la invencién. Uno de 1os
inhibidores para el transporte de arginina mediado por CAT2,
es la lisina. Tales inhibidores pueden ser formulados como
composiciones farmacéuticas, como se describe mis adelante en
la presente.

Engayos de Clasificacién de Alto Rendimiento

La invencién proporciona los métodos para conducir
la clasificacién de alto rendimiento para los compuestos de
prueba capaces de inhibir la actividad o la expresién de CAT2
© ARGl. En una modalidad, el método de clasificacidén de alto
rendimiento involucra la combinacién de los compuestos de
prueba y la proteina CAT2 o ARGl, y la deteccién del efecto
del compuesto de prueba sobre la proteina CAT2 o ARGl. Loe
ensayos funcionales tales como el microfisiémetro citosensor,
los ensayos de flujo de calcio tales como FLIPR® (Molecular
Devices Corp., Sunnyvale, CA), o el ensayo de TUNEL, pueden
ser empleados para medir la actividad celular, como se
discute mis adelante.

Una variedad de ensayos funcionales de alto
rendimiento bien conocidos en 1la técnica pueden ser
utilizados en combinacién para clasificar y/o estudiar la

reactividad de diversos tipos de compuestos de prueba de
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activacidn. Ya que el sistema de acoplamiento es
frecuentemente dificil de predecir, pueden ser necesarios un
nimero de ensayos para ser configurados para detectar una
amplia gama de mecanismos de acoplamiento. Una variedad de
técnicas basadas en fluorescencia son bien conocidas en la
técnica y son capaces de realizar la clasificaciébn de alto

rendimiento y de ultra alto rendimiento para la actividad,
incluyendo peroc no limitados a BRET® o FRET® (ambos por

Packard Instrument Co., Meriden, CT). El sistema BIACORE®
puede ser también manipulado para detectar el enlace de los
compuestos de prueba con componentes individuales del
objetivo terapéutico.

Al combinar los compuestos de prueba con la
proteina CAT2 o ARGl y determinar la actividad de enlace
entre ellos, el andlisis de diagnéstico puede ser realizado
para elucidar los gistemas de acoplamiento. Los ensayocs
genéricos que utilizan un microfisifmetro citosensor pueden
per también utilizados para medir la activacién metabblica,
mientras que los cambios en la movilizacién del calcio pueden
ser detectados mediante el uso de técnicas basadas en
fluorescencia tales como FLIPR® (Molecular Devices Corp.,
Sunnyvale, CA). Ademds, 1la presencia de las células
apoptéticas puede ser determinada por el ensayo de TUNEL, que
utiliza la citometria de flujo, para detectar los extremos

libres 3-0OH que resultan de la escisién del ADN genémico
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durante la apoptosis. Como se mencion$ anteriormente, una
variedad de ensayos funcionales bien conocidos en la técnica
pueden ser utilizados en combinacién para clasificar y/o
estudiar la reactividad de diferentes tipos de compuestos de
prueba de activacién. En una modalidad, el ensayo de
clasificacién de alto rendimiento de la presente invencién
utiliza la tecnologia de resonancia de plasmén libre de
marcador, como es proporcionado por los sistemas BIACORE®
(Biacore International AB, Uppsala, Suecia). La resonancia
libre de plasmén ocurre cuando las sondas de plasmén
superficiales son excitadas a una interfaz metal/liquido. Al
reflejar la 1luz directa a partir de 1la superficie como
resultado del contacto con una muestra, la resonancia de
plasmén superficial provoca un cambio en el Indice de
refraccién en la capa superficial. El cambio de indice de
refraccién para un cambio dado de concentracién de masa en la
capa superficial, es similar para muchos agentes bioactivos
(incluyendo proteinas, péptidos, lipidos y polinuclebtidos),
Y Ya que 1la superficie del sensor BIACORE® puede ser
funcionalizada para enlazarse a una variedad de estos agentes
biocactivos, puede ser lograda de este modo la deteccibfn.de
una amplia seleccién de compuestos de prueba.

Por lo tanto, la invencién proporciona 1la
clasificacién de alto rendimiento de los compuestos de prueba

para la habilidad de inhibir una actividad de la proteina de
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CAT2 o ARGl, mediante la combinacién de los compuestos de

prueba y la proteina CAT2 o©o ARGl en ensayos de alto
rendimiento tales como BIACORE®, o en ensayos basados en

fluorescencia tales como BRET®. Ademés, los ensayos de alto
rendimiento pueden ser utilizados para identificar factores
especificose que se enlazan a la proteina CAT2 o ARGl, o
alternativamente, para identificar los compuestos de prueba
que previenen el enlace de la proteina CAT2 o ARGl al socio
de enlace. Ademés, los ensayos de clasificacién de alto
rendimiento pueden ser clasificados para determinar si los
compuestos de prueba pueden enlazarse o no a la proteina CAT2
o ARGl o a un socio de enlace de la proteina CAT2 o ARGl.
Ensayos de Diagndstico

Un método ejemplar para detectar la presencia de
CAT2 o ARGl o el polinucleStido que codifica para CAT2 o ARGl
en una muestra biolSgica, involucra la obtencién de una
muestra biolégica a partir de un sujeto de prueba y poniendo
en contacto la muestra biolégica con un compuesto o un agente
capaz de detectar la proteina o el polinuclebétido (por
ejemplo, ARNm, ADN genémico) que codifica para CAT2 o ARGl,
tal que la presencia del polinucleStido CAT2 o ARGl es
detectada en la muestra biolSgica. Un agente ejemplar para
detectar el ARNm o el ADN genémico correspondiente al gen de
CAT2 ©o ARGl o 1la proteina CAT2 o ARGl, es una sonda

polinucleotidica marcada capaz de hibridarse a un ARNm de
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CAT2 o ARGlL o a un ADN genémico. Las sondas adecuadas para
el uso en los ensayos de diagnéstico de la invencién son
descritas en la presente. Un agente ejemplar para detectar
las proteinas CAT2 o ARGl es un anticuerpo que reconoce
especificamente las proteinas CAT2 o ARG1.

Los ensayos de diagnéstico pueden ser también
utilizados para cuantificar la cantidad de expresiém o
actividad de CAT2 o ARGl en una muestra biolbgica. Tal
cuantificacién es 1Gtil, por ejemplo, para determinar la
progresién o la severidad de una enfermedad inflamatoria tal
como el asma, COPD y artrities. Tal cuantificacién es también
Gtil, por ejemplo, para determinar la severidad de 1la
enfermedad inflamatoria después del tratamiento.

Lose métodos descritos en la presente pueden ser
realizados, por ejemplo, mediante la utilizaci6n de equipos
de diagnéstico preempaquetados que comprenden al menos un
polinucleétido sonda o un reactivo de anticuerpo descrito en
la presente, que pueden ser convenientemente utilizados, por
ejemplo, en escenarios clinicos para diagnosticar a los
Bujetos que muestran sintomas o historia familiar de wuna
enfermedad inflamatoria tal como asma, COPD y artritis.

Ademids, cualquier tipo celular o tejido en el cual
se exprese CAT2 o ARGl, puede ger utilizado en los ensayos de

pronéstico o de diagn6stico descritos en la presente.
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Determinacién de la Severidad de una Enfermedad Inflamatoria

En el campo de los ensayos de diagnéstico, la
invencién también proporciona los métodos para determinar la
severidad de una enfermedad inflamatoria tal como el asma,
COPD y artritis por el aislamiento de una muestra proveniente
de un sujeto, la deteccién de la presencia, la cantidad y/o
actividad de CAT2 o ARGl en la muestra con relacién a una
segunda muestra proveniente de una muestra normal o© muestra
control. En una modalidad, los niveles de expresidén de CAT2
o ARGl en las dos muestras son comparados y una disminucién
incrementada de CAT2 o ARGl en la muestra de prueba indica
una enfermedad inflamatoria tal como el asma, COPD vy
artritis.

Un agente ejemplar para detectar CAT2 o ARGl es un
anticuerpo capaz de enlazarse a CAT2 o ARGl. En algunos
casos, el anticuerpo puede ser acoplado, ya sea directa o
indirectamente, a un marcador detectable. Los anticuerpos
pueden ser policlonales o monoclonales. Un anticuerpo
intacto, © un fragmento del mismo (por ejemplo, Fab o
F(ab’)s) puede ser utilizado. El término *“marcado” con
respecto a la sonda o anticuerpo, estd destinado a abarcar la
marcacién directa de la sonda o anticuerpo por acoplamiento
(por ejemplo, enlazando fisicamente) una sustancia detectable
a la sonda o anticuerpo, asi como la marcacién indirecta de

la sonda o anticuerpo mediante reactividad con otro agente
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que es directamente marcado. Los ejemplos de marcacién
indirecta incluyen la deteccién de un anticuerpo primario
utilizando un anticuerpo secundario marcado fluorescentemente
Yy la marcacién en el extremo de una sonda de ADN con biotina,
tal que éste puede ser detectado c¢on estreptavidina
fluorescentemente marcada. El término “muestra biolbSgica”
estfd destinado a incluir tejidos, «células y fluidos
biolégicos aislados de un sujeto, asi como tejidos, células y
fluidos presentes dentro de un sujeto. Es decir, el método
de deteccién de 1la invencién puede ser utilizado para
detectar el ARNm de CAT2 o ARGl, la proteina o© el ADN
genémico en una muestra biolégica in vitro asi como in vivo.
Por ejemplo, las técnicas in vitro para la deteccién del ARNm
de CAT2 o ARGl incluyen hibridaciones de Northern e
hibridaciones in sgitu. Las técnicas in vitro para la
deteccidn de CAT2 o ARGl incluyen los ensayos inmunosorbentes
ligados a enzima (ELISAs), transferencias de Western,
inmunoprecipitacién e inmunofluorescencia. Las técnicas in
vitro para la deteccién del ADN genémico de CAT2 o ARGl
incluyen hibridaciones de Southern. Ademfs, las técnicas in
vivo para 1la deteccién de CAT2 o ARGl incluyen 1la
introduccién dentro de un sujeto, de un anticuerpo anti-CAT2
o anti-ARGl marcado. Por ejemplo, el anticuerpo puede ser
marcado con un marcador radiocactivo cuya presencia y

localizacién en un sujeto puede ser detectada mediante
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En una modalidad, la muestra biolSgica contiene
moléculas de proteina provenientes del sujeto de prueba.
Alternativamente, la muestra biolSgica puede contener
moléculas de ARN provenientes del sujeto de prueba o
moléculas de ADN genémico provenientes del sujeto de prueba.
En un ejemplo, la muestra biol6gica es una muestra de tejido
aislada por medios convencionales a partir de un sujeto, por
ejemplo, una biopsia.

Ensayos de Prondstico

El método de diagnéstico descrito en la presente
puede ademds ser utilizado para identificar los sujetos que
tienen o que estin en riesgo de desarrollar una enfermedad
inflamatoria, tales como el asma, COPD, y artritis, que esté
agociado con la expresién o actividad aberrante de CAT2 o
ARG1.

Ademés, los ensayos de pronéstico descritos en la
presente pueden ser utilizados para determinar si un sujeto
puede ser administrado con un agente (por ejemplo, un
agonista, antagonista, peptidomimético, proteina, péptido,
polinucleétido, molécula pequefia u otro farmaco candidato),
para tratar o prevenir una enfermedad inflamatoria asociada
con la expresién o actividad aberrante de CAT2 o ARGl. De
este modo, la presente invencidén proporciona los métodos para

determinar si un sujeto puede ser o no efectivamente tratado
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con un agente para una enfermedad inflamatoria asociada con
la expresibtn o actividad incrementada de CAT2 o ARGI.

Los ensayos de pron6stico pueden ser considerados
para determinar si un sujeto que sufre tratamiento para una
enfermedad inflamatoria tiene un pobre pron6stico para la
supervivencia a largo plazo o progresién de la enfermedad.
En una modalidad, el pronéstico puede ser determinado
brevemente después del diagnéstico, por ejemplo dentro de
unos pocos dias. Al establecer los perfiles de expresién de
CAT2 o© ARGl de diferentes etapas de la enfermedad
inflamatoria, desde el inicio hasta etapas posteriores, puede
surgir un patrén de expresién para correlacionar un perfil de
expresién particular a la probabilidad incrementada de wun
pobre pronéstico. El pronéstico puede ser luego utilizado
para conasiderar un programa de tratamiento mis agresivo y
aumentar la probabilidad de supervivencia a largo plazo y
bienestar a largo plazo.

Deteccién de Alteraciones Genéticas

Los métodos de la invencién pueden ser también
utilizados para detectar alteraciones genéticas en el gen
CAT2 o ARGl, con lo cual se determina si un sujeto con el gen
alterado estd en riesgo para daflo caracterizado por 1la
regulacién aberrante en la actividad de CAT2 o ARGl o la
expresién del polinuclebétido. En muchas modalidades, los

métodos incluyen la deteccién, en una muestra de células
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provenientes del sujeto, de la presencia o ausencia de una
alteracién genética caracterizada por al menos una alteracién
que afecta la integridad del gen CAT2 o ARGl, © la expresién
aberrante del gen de CAT2 o ARGl. Por ejemplo, tales
alteraciones genéticas pueden ser detectadas al averiguar la
existencia de al menos uno de los siguientes: 1) supresién
de uno o més nucleStidos del gen de CAT2 o ARG1l; 2) adicién
de uno o miAe nuclebStidos al gen de CAT2 o ARGl; 3)
gsustitucién de uno o més nucledStidos del gen de CAT2 o ARGI1;
4) un arreglo cromosébmico del gen de CAT2 o ARGl; 5)
alteracién en el nivel del transcrito de ARN mensajero del
gen de CAT2 o ARGl; 6) modificacién aberrante del gen de CAT2
o ARGl, tal como el patrén de metilacién del ADN gendémico; 7)
la presencia del patrén de empalme no de tipo silvestre de un
transcrito de ARN mensajero del gen de CAT2 o ARGl; 8) el
nivel de tipo no silvestre de CAT2 o ARGl; 9) la pérdida
alélica el gen de CAT2 o ARGLl; y 10) la modificacién post-
traduccional inapropiada de CAT2 o ARGl. Como se describe en
la presente, existe un gran nGmero de ensayos conocidos en la
técnica, los cuales pueden ser utilizados para detectar las
alteraciones en el gen de CAT2 o ARGl. Una muestra biolégica
ejemplar es una muestra de sangre aislada por medios
convencionales de un sujeto.

En clertas modalidades, la deteccién de 1la

alteracién involucra el usc de una sonda/cebador en una
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reaccién en cadena de polimerasa (PCR), tal como una PCR de
ancla o RACE PCR, o, alternativamente, en una reaccién en
cadena de ligadura (LCR), la Gltima de las cuales puede ser
utilizada para la detecci6n de mutaciones puntuales en el gen
de CAT2 o ARGl. Este método puede incluir los pasoa de
recolectar una muestra de células de un sujeto, aislar un
polinucleétido (por ejemplo, genémico, ARN o ambos) a partir
de las células de la muestra, poner en contacto la muestra
polinucleotidica con uno o mis cebadores que se hibridan
especificamente al gen de CAT2 o ARGl bajo condiciones tales
que la hibridacién y la amplificacién del gen de CAT2 o ARGl
(si estd presente) ocurre, y detectando la presencia o
ausencia de un producto de amplificacién, o detectando el
tamafio del producto de amplificacién y comparando la longitud
a una muestra control. Se entiende que la PCR y/o la LCR
pueden ser deseables para utilizarse como un paso de
amplificacién preliminar en conjunto con cualquiera de las
técnicas utilizadas para la deteccién de mutaciones descritas
en la presente.

Los métodos de amplificacién altermativos incluyen:
replicacién de secuencia auto-sostenida, sistema de
amplificacién transcripcional, Replicasa Q-Beta, o cualquier
otro método de amplificacién de polinucleétido, seguido por
la deteccién de 1las molé&culas amplificadas wutilizando

técnicas bien conocidas por aquellos expertos en la materia.
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Estos esquemas de deteccién son fitiles para la deteccién de
moléculas polinucleotidicas s8i tales moléculas estén
presentes en nimeros muy pequefios.

En una modalidad alternativa, las mutaciones en el
gen de CAT2 o ARGl proveniente de una célula muestra, pueden
gser identificadas por alteraciones en 1loe patrones de
escisién de la enzima de restriccién. Por ejemplo, las
muestras y el ADN control son aislados, amplificados
{(opcionalmente), digeridos con una o mis endonucleasas de
restriccién, y los tamafios de la longitud del fragmento son
determinados mediante electroforesis en gel, y comparados.
Las diferencias en 1los tamafioe de la longitud de 1los
fragmentos entre el ADN muestra y de control indican
mutaciones en el ADN de muestra. Ademfs, el usc de ribozimas
eppecificas de la secuencia, puede ser utilizado para
calificar la presencia de mutaciones especificas por el
desarrollo o pérdida de un sitio de escisién con ribozima.

En otras modalidades, pueden ser identificadas
mutaciones genéticas en el gen de CAT2 o ARGl wmediante 1la
hibridacién de una muestra y los polinucleétidos de control,
por ejemplo, ADN o ARN, a los arreglos de alta densidad que
contienen cientos o miles de sondas oligonucleotidicas. Por
ejemplo, las mutaciones genéticas en el gen de CAT2 o ARGl
pueden ser identificadas en los arreglos bidimensionales y

contienen sondas de ADN generadas por luxz. En resumen, un
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primer arreglo de hibridacién de sondas puede ser utilizado
para explorar a través de tramos largos de ADN en una muestra
Y en el control, para identificar cambios de bases entre las
secuencias, mediante la elaboracién de arreglos lineales de
sondas traslapadas secuenciales. Este paso permite 1la
identificacién de las mutaciones puntuales. Este paso es
seguido por un segundo arreglo de hibridacién que permite la
caracterizacién de mutaciones especificas mediante el uso de
arreglos de sonda especializados, mas pequefios,
complementarios a todas las variantes © mutaciones
detectadas. Cada arreglo de mutacién estd compuesto de
grupos de sondas paralelas, uno complementario al gen de tipo
silvestre y el otro complementario al gen mutante.

En otra modalidad mie, cualquiera de una variedad
de reacciones de secuenciamiento conocidas en la técnica
puede ser utilizada para secuenciar directamente el gen CAT2
o ARGl y detectar mutaciones al comparar la secuencia del gen
de CAT2 o ARGl de muestra, con la secuencia tipo silvestre
correspondiente (control). Se contempla también que
cualquiera de una variedad de procedimientos de
secuenciamiento automatizadoe, pueden ser utilizados cuando
se llevan a cabo los ensayos de diagnéstico, incluyendo el
secuenciamiento mediante espectrometria de masa.

Otros métodos para detectar mutaciones en el gen de

CAT2 o ARGl incluyen loe métodos en los cuales la proteccién
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contra los agentes de escisién es utilizada para detectar
bases m&s acopladas en los heterodiplex de ARN/ARN o ARN/ADN
(Myers et al., Science, 230: 1242, 1985). En general, la
técnica de “escisién del mal acoplamiento” comienza mediante
la provieién de heterodiplex por hibridacién de ARN (marcado)
o ADN que contiene la secuencia del gen de CAT2 o ARGl de
tipo silvestre, con el ARN o ADN potencialmente mutantes,
obtenidos a partir de una muestra de tejido. Los diplex de
doble hebra son tratados con un agente que rompe las regiones
de hebra simple del diGplex que existiréin debido a los malos
acoplamientos de los pares de bases entre las hebras de
control y de muestra. Por ejemplo, los dGplex de ARN/ADN
pueden ser tratados con ARNasa e hibridos de ADN/ADN tratados
con la nucleasa S1 para digerir enzimiticamente las regiones
mal acopladas. En otras modalidades, los diiplex de ADN/ADN o
ARN/ADN pueden ser tratados con hidroxilamina o tetréxido de
osmio y con piperidina con el fin de digerir las regiones mal
acopladas. Después de la digestién de las regiones mal
acopladas, el material resultante es luego separado por
tamafio sobre geles de poliacrilamida de desnaturalizacién
para determinar el sitio de la mutacién. En una modalidad,
el ADN o ARN control puede ser marcado para la deteccidn.

En otra modalidad mfs, la reaccién de escisibén de
mal acoplamiento emplea una o mis proteinas que reccnocen los

pares de bases mal acoplados en el ADN de dcble hebra
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(l1lamadas enzimas de “reparacién de mal acoplamiento de ADN")
en sistemas definidos para detectar y trazar el mapa de las
mutaciones puntuales en los cADNs de CAT2 o ARGl obtenidos a
partir de las muestras de células. Por ejemplo, la enzima
mutY de E. coli rompe A en los malos acoplamientos G/A y la
timidina-ADN-glucosilasa proveniente de cé&lulas HeLa rompe T
en los malos acoplamientos G/T. De acuerdo a una modalidad
ejemplar, un sonda basada en la secuencia de CAT2 o ARGl, por
ejemplo, una secuencia del gen de CAT2 o ARGl de tipo
silvestre, es hibridada al ADNc u otro producto de ADN
proveniente de una o varias células de prueba. El diiplex es
tratado con una enzima de reparacién del mal acoplamiento de
ADN, y los productos de escisién, si los hay, pueden ser
detectados a partir del protocolo de electroforesis o
similares. Ver, por ejemplo, la Patente de los Estados
Unidos No. 5,459,039,

En otras modalidades, las alteraciones en 1la
movilidad electroforética ser&n utilizadas para identificar
las mutaciones en el gen de CAT2 o ARGL. Por ejemplo, el
polimorfismo de la conformacién de la hebra simple (SSCP)
puede ser utilizado para detectar diferencias en la movilidad
electroforética entre los oligonucleétidos mutantes y de tipo
silvestre. Los fragmentos de ADN de hebra simple y los
polinucle6tidos de CAT2 o ARGL de muestra y de control, serén

desnaturalizados y se dejarén renaturalizar. La estructura
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secundaria de los polinucleétidos de una sola hebra varia de
acuerdo a la secuencia. La alteraciémn resultante en la
movilidad electroforética hace posible la deteccién incluso
de un cambio de base simple. Los fragmentos de ADN pueden
ser marcadoe o detectados con sondas marcadas. La
sensibilidad del ensayo puede ser aumentada mediante el uso
de ARN (en vez de ADN) en el cual la estructura secundaria es
mis sensible a un cambio en la secuencia. En una modalidad,
el presente método utiliza el andlisis de heterodiiplex para
separar las moléculas heterod(plex de doble hebra con base en
los cambios en la movilidad electroforética (Keen et al.,
Trends Genet. 7: 5-7, 1991).

En otra modalidad mie, el movimiento de 1los
fragmentos mutantes © de tipo silvestre en los geles de
poliacrilamida que contienen un gradiente de
desnaturalizador, es evaluado utilizando electroforesis en
gel de gradiente de desnaturalizacién (DGGE por sus siglas en
ingles). Cuando se utiliza DGGE como el método de anélisis,
el ADN serd wmodificado para asegurar que é&ste no Bse
desnaturalice completamente, por ejemplo, mediante la adicién
de una pincha de GC de aproximadamente 40 pares de bases de
ADN rico en GC, de alto punto de fusién, mediante PCR. En
una modalidad adicional, Bse utiliza wun gradiente de
temperatura en lugar de un gradiente de desnaturalizacién

para identificar laes diferencias en la movilidad del ADN
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control y de muestras (Rosenbaum y Reissner, Biophys. Chem.
265: 12753, 1987).

Los ejemplos de otras técnicas para detectar las
mutaciones puntuales incluyen, pero no estén limitados a,
hibridacién selectiva del oligonuclebtido, amplificacién
selectiva, © extensién selectiva de cebador. Por ejemplo,
los cebadores oligonucleotidicos pueden ser preparados, en
los cuales es colocada la mutacién conocida centralmente, y
luego hibridados al ADN objetivo bajo condiciones que
permiten la hibridacifén dGnicamente s8i es encontrado un
acoplamiento perfecto (Saiki et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
EUA., 86: 6230, 1989). Tales oligonucleétidos especificos de
alelo son hibridados al objetivo amplificado por PCR, o un
nimero de diferentes mutaciones cuando los oligonucleétidos
son acoplados a la membrana de hibridacién e hibridados con
el ADN objetivo marcado.

Alternativamente, la tecnologia de amplificacién
especifica de alelo que depende de la amplificacién selectiva
por PCR, puede ser utilizada en conjunto con la presente
invencién. Los oligonuclebétidos utillizados como cebadores
para la amplificacién especifica pueden llevar la mutacidén de
interés en el centro de la molécula {(de modo que 1la
amplificacién depende de la hibridacif6n diferencial) o en el
extremo 3’ de un cebador donde, bajo condiciones apropiadas,

el mal acoplamiento puede prevenir o reducir la extensidn de
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polimerasa. Ademis, puede ser deseable introducir un nuevo
sitio de restriccién en la regi6n de la mutaciébn para crear
deteccidén basada en la escisifn. BSe anticipa que en ciertas
modalidades la amplificacién puede B8ser también realizada
utilizando la ligasa Taq para la amplificacién. En tales
casos, la 1ligadura ocurrird Gnicamente 8i existe un
acoplamiento perfecto en el extremo 3’ de la secuencia 5’,
haciendo posible detectar la presencia de wuna mutacién
conocida en un sitio especifico, al buscar la presencia o
ausencia de amplificacién.
Monitoreo de los Efectos Durante las Pruebas Clinicas

El monitorec de la influencia de los agentes (por
ejemplo, farmacos, moléculas pequeflas, proteinas,
nucleétidos) sobre la expreeién o actividad de CAT2 o ARGL,
puede ser aplicado no solamente en la clasificacién bésica de
farmaco, sino también en pruebas clinicas. Por ejemplo, la
efectividad de un agente determinada por un ensayo de
clasificacién, como se describe en la presente para disminuir
la expresién de CAT2 o ARGl, los niveles de protefina, o
subregular la actividad de CAT2 o ARGl, puede ser
monitorizada en pruebas clinicas de sujetos que muestran
expresién incrementada de CAT2 o ARGl, niveles de proteinas
incrementados o actividad suprarregulada de CAT2 o ARGl. En
tales pruebas clinicas, la expresién o la actividad de CAT2 o

ARGl puede ser utilizada como una "“lectura” del fenotipo de
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un tejido particular.

Por ejemplo, para estudiar el efecto de los agentes
sobre el dafioc asociado a CAT2 o ARGl en una prueba clinica,
las cé&lulas pueden ser aisladas y el ARN preparado vy
analizado para los niveles de expresién de CAT2 o ARGl. Los
niveles de expresién de genes pueden ser cuantificados

mediante an8lisis de transferencia de Northern, RT-PCR,

andlisis GeneChipo o Tagman como se describe en la presente,
© alternativamente mediante la medicién de la cantidad de
proteina producida, mediante uno de los métodos como se
describen en la presente, o mediante la medici6n de los
niveles de actividad de CAT2 o ARG1. De esta manera, el
nivel de expresién del gen puede servir como una lectura,
indicadora de la respuesta fisiol6gica de las células al
agente. En consecuencia, este estado de respuesta puede ser
determinado antes del tratamiento y en diversos puntos
durante el tratamiento del individuo con el agente.

En una modalidad, la presente invencién proporciona
un método para monitorizar la efectividad del tratamiento de
un sujeto con un agente (por ejemplo, un antagonista,
peptidomimético, proteina, péptido, polinucleStido, molécula
pequefia, u otro f&rmaco candidato identificado por los
ensayos de seleccién descritos en la presente) incluyendo los
pasos de (i) obtener una muestra de pre-administracién a

partir de un sujeto, antes de la administracién del agente;
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(ii) detectar el nivel de la expresién de la proteina CAT2 o
ARGl o el ARNm en la muestra pre-administracién; (iii)
obtener una o mis muestras post-administracién provenientes
del sujeto; (iv) detectar el nivel de expresién de la
proteina de CAT2 o ARGl o el ARNm en las muestras post-
administracién; (v) comparar el nivel de expresién o
actividad de la proteina CAT2 o ARGl o el ARNm de los mismos
en la muestra pre-administracién, con el nivel de expresién o
actividad de la proteina o ARNm de CAT2 o ARGl de la muestra
o muestras post-administracién; Y (vi) alterar la
administracién del agente al sujeto en consecuencia. Por
ejemplo, la adminisetracién disminuida del agente puede ser
deseable para incrementar la expresién o actividad de CAT2 o
ARGl a niveles mis altos gque aquellos detectados, por
ejemplo, para disminuir la efectividad del agente. De
acuerdo a tal modalidad, la expresién o actividad de CAT2 o
ARGl puede ser utilizada como un indicador de la efectividad
de un agente, incluso en ausencia de una respuesta fenotipica
cbeervable.
Métodos de Tratamiento

La presente invencién proporciona los métodos
profildcticos y terapéuticos de tratamiento de un sujeto en
riesgo de, susceptible a o diagnosticado con una enfermedad
inflamatoria, tal como asma, COPD, osteocartritis y artritis

reumatoide. Con respecto a los métodos profilacticos vy
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terapéuticos de tratamiento, tales tratamientos pueden ser
especificamente disefiados o modificados, con base en el
conocimiento obtenido a partir del campo de la
farmacogendmica. “Farmacogendémica”, como se utiliza en la
presente, incluye la aplicacién de las tecnologfias genémicas
tales como secuenciamiento de genes, genética estadistica, y
andlisis de expresiSn de genes para los £f&rmacos en
desarrollo clinico y en el mercado. Mias especificamente, el
término se refiere al estudio de c6mo los genes de un sujeto
determinan su respuesta a un farmaco (por ejemplo, un
“fenotipo de respuesta al farmaco” del sujeto o "“genotipo de
regpuesta al fArmaco”). De este modo, otro aspecto mis de la
invencién proporciona los métodos para disefiar a la medida un
tratamiento profiléctico o terapéutico de un individuo con
moduladores de CAT2 © ARGl, de acuerdo a la respuesta del
individuo hacia el farmaco. La farmacogenémica permite que
un médico o clinico dirija los tratamientos profilécticos o
terapéuticos a sujetos quienes se beneficiardn mis del
tratamiento, y evitarin el tratamiento de los sujetos quienes
experimentarn efectos colaterales téxicos relacionados al
farmaco.
Métodos Profildcticos

En un aspecto, la invencién proporciona un método
para prevenir los procesos patogénicos relacionados a CAT2 ©

ARGl, en un sujeto, al administrarle al sujeto un agente gque
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modula la expresién o la actividad de CAT2 o ARGl.

Los sujetos en riesgo de una enfermedad
inflamatoria, tal como asma, que estd asociada con expresién
o actividad aberrante de CAT2 o ARGl, pueden ser
identificados por ejemplo, mediante cualquiera o wuna
combinacién de ensayos de diagnéstico como se describen en la
presente.

La administracién de un agente profil&ctico puede
ocurrir antes de la manifestacién de loe sintomas
caracteristicos de la expresifn incrementada de la proteina
CAT2 o ARGl, tal que es prevenida la enfermedad o,
alternativamente, es retrasada su progresién. Dependiendo
del tipo de aberrancia de CAT2 o ARGl (por ejemplo,
tipicamente una modulacifén fuera de la d@sviacién eptdndar
normal), una proteina mutante de CAT2 o ARGl, un agente
antagonista de la proteina CAT2 o ARG1l, un anticuerpo anti-
CAT2 o anti-ARGl, o el polinucleétido antisentido CAT2 o ARGl
por ejemplo, puede ser utilizado para tratar al sujeto. El
agente apropiado puede ser determinado con base en ensayos de
clasificacién descritos en la presente.

Métodos Terapéuticos

Otro aspecto mis de la invencién pertenece a los
métodos para modular la expresién o© la actividad de 1la
proteina CAT2 o ARGl para fines terapéuticos. En

consecuencia, en una modalidad ejemplar, el método modulador
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de la invencién involucra poner en contacto una cé€lula con un
agente que inhiba la expresién de CAT2 o ARGl o una o
mds de las actividades de la protefina CAT2 o ARGl
asociadas con la célula. Un agente gque modula 1la
expresién de CAT2 o ARGl2 o 1la actividad de 1la
proteina puede Ber un agente como se describe en la
presente, tal como un polinucleStido, un polipéptido,
o un polisaclrido, una molécula diana de origen
natural de la proteina CAT2 o ARGl (por ejemplo, un
sustrato receptor de la proteina CAT2 o ARGl), un
anticuerpo anti-CAT2 o anti-ARGl, un antagonista de
la proteina CAT2 o ARGl, un peptidomimético de un
antagonista de la proteina CAT2 o ARG1l, u otra

molécula orgénica e inorgidnica pequefia.

Estos métodos moduladores pueden ser
realizados in vivo {por ejemplo, mediante la
administracién del agente a un sujeto). Como tal, 1la

presente invencién proporciona los métodos para
tratar a un individuo diagnosticado con o en riesgo
de 1la enfermedad inflamatoria caracterizado por
expresién o actividad aumentada de CAT2 o ARGl. En
una modalidad, el método involucra administrar un
agente (por ejemplo, un agente identificado por un
ensayo de seleccifn descrito en la presente} o la

combinacién de agentes que subregula la expresidén o actividad
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de CAT2 o ARGl. El tratamiento puede ser ademis localizado
hacia los tejidos © células afectadas por 1la enfermedad
inflamatoria.

Farmacogendmica

En conjunto con el tratamiento para las
enfermedades inflamatorias, tales como el asma, COPD, ¥y
artritis, el wuso de un modulador de CAT2 o ARGl, 1la
farmacogenémica (por ejemplo, el estudio de la relacién entre
el genotipo de un individuo y la repuesta de ese individuo a
un compuesto o fArmaco extrafic) puede ser considerada. Las
diferencias en el metabolismo de los agentes terapéuticos
pueden conducir a toxicidad severa o falla terapéutica por la
alteracién de la relacién entre la dosis y la concentracién
sanguinea del farmaco farmacolSgicamente activo. De este
modo, un médico o clinico puede considerar aplicar el
conocimiento obtenido en 1los estudios farmacogenémicos
relevantes para determinar si se administra o no un medulador
de CAT2 o ARGl asi como el disefio ¢ la medida del régimen de
dosificacién y/o régimen terapéutico de tratamiento con el
modulador de CAT2 o ARG1.

La farmacogenfmica tiene que ver «con las
variaciones hereditarias clinicamente significativas en 1la
respuesta a los fArmacos, debido a la disposicifn alterada
del f&rmaco y a la accién anormal en personas afectadas. En

general, pueden ser diferenciados dos tipos de condiciones

\82




10

15

20

25

115

farmacogenéticas. Las condiciones genéticas transmitidas
como un solo factor que alteran la manera en que los férmacos
actGan sobre el cuerpo (accién alterada del f&rmaco) o
las condiciones genéticas transmitidas como factores
seimples gue alteran la manera en gue el cuerpo actia
sobre los farmacos (metabolismo alterado del
fadrmaco) . Estas condiciones farmacogenéticas pueden
ocurrir ya sea como defectos genéticos raros o como
polimorfismos de origen natural. Por ejemplo, 1la
deficiencia en la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa
(G6PD) es una enzimopatia heredada comiin en la cual
la complicacién clinica principal es la hembSlisis
después de la ingestién de farmacos oxidantes (anti-
malariales, sulfonamidas, analgésicos, nitrofuranos)
y el consumo de frijoles fava.

Un procedimiento farmacogenédmico para
identificar los genes que predicen la respuesta al
farmaco, conocida como “asociacidn de amplio genoma?®,
confia principalmente en un mapa de alta resolucién
del genoma humano, gue congiste de 1los s8itios
relacionados al gen, ya conocidos (por ejemplo, un
mapa marcador del gen “bi-alélico*® que coneiste de
60,000 a 100,000 sitios polimébrficos o +variables
sobre el genoma humano, cada uno de los cuales tiene

dos variantes). Tal mapa genético de alta resolucidn
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puede ser comparado a un mapa del genoma de cada uno
de un nilimerc estadisticamente sustancial de sujetos
gue toman parte en una prueba farmacolédgica de Fase
II/III para identificar los genes asociados con una
respuesta al féadrmaco observada, particular o un
efecto colateral. Alternativamente, tal mapa de alta
regolucién puede ser generado a partir de una
combinacién de aproximadamente diez millones de
polimorfismos de nucleétidoes simples conocidos (SNPs)
en el genoma humano. Como se utiliza en la presente,
un "SNP* es una alteracié6dnm comGn gue ocurre en una
base nucleotidica simple en un tramo de ADN. Por
ejemplo, un SNP puede ocurrir una vez cada 1000 bases
de ADN. Un SNP puede estar involucrado en un proceso
de enfermedad. No obstante, la vasta mayoria de SNPs
puede no estar asociada a la enfermedad. Dado un
mapa genético basado en la apariciétn de tales SNPs,
los individuos pueden ser agrupados en categorias
genéticas dependiendo de un patrédn particular de SNPs
en 8u genoma individual. De tal manera, los
regimenes de tratamiento pueden ser disefiados a 1la
medida para grupos de individuos genéticamente
similares, tomando en cuenta los rasgos gque pueden
Ber comunes entre tales individuos genéticamente

gimilares.
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Alternativamente, un método denominado el
*procedimiento de gen candidato”, puede ser utilizado para
identificar los genes que predicen la respuesta al f&rmaco.
De acuerdo a este método, 8i un gen que codifica para un
farmaco objetivo es conocido (por ejemplo, el gen de CAT2 o
ARGl), todas las variantes comunes de ese gen pueden ser
claramente facilmente identificadas en la poblacién, y pueden
ser determinadas si se tiene una versién del gen versus otro
mids que esti asociado con una respuesta particular al
farmaco.

Como una modalidad alternativa, la actividad de las
enzimas que metabolizan los f&rmacos, es un determinante
mayor de la intensidad y de la duraciém de la accién del
farmaco. El descubrimiento de los polimorfismos genéticos de
enzimas que metabolizan el férmaco (por ejemplo, N-
acetiltransferasa 2 (NAT 2) y las enzimas del citocromo P450,
a saber, CYP2D6 y CYPZC1l9) ha proporcionado una explicacién
respecto a porqué algunos sujetos no obtienen los efectos
farmacéuticos esperados o muestran respuesta exagerada al
fadrmaco y toxicidad seria después de tomar la dosis esténdar
y segura de un farmaco. Estos polimorfismos son expresados
en dos fenotipos en la poblacibén, el metabolizador extenso y
el metabolizador pobre. La prevalencia de los fenotipos de
metabolizador pobre es diferente entre diferentes

poblaciones. Por ejemplo, el gen que codifica para CYP2D6 es
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altamente polimbérfico vy han s8ido identificadas varias
mutaciones de los metabolizadores pobres, que conducen todos
a la ausencia de CYP2D6 funcional. Los metabolizadores
pobres de CYP2D6 y CYP2SCl9 experimentan muy frecuentemente
respuesta exagerada al f&rmaco y efectos colaterales
exagerados, cuando é&gtos reciben dosis est&ndares. Si un
metabolito es la porcién terapéutica activa, los
metabolizadores pobres no muestran respuesta terapéutica,
como es demoetrado para el efecto analgésico de la codeina
mediado por su metabolito formado por CYP2D6, la morfina. El
otro extremo son los denominados metabolizadores ultra
ripidos que no responden a dosis estlndares. Recientemente,
ha sido identificada la base molecular del metabolismo ultra
ripido la cual es debida a la amplificacién del gen CYP2DS6.

Alternativamente, puede ser utilizado un método
denominado el “perfilamiento de la expresién del gen* para
identificar los genes que permiten la respuesta del farmaco.
Por ejemplo, la expresién del gen de un animal dosificado con
un farmaco (por ejemplo, la expresién de CAT2 o ARGl en
respueata a un modulador de CAT2 o ARGl) puede dar una
indicacién de si las vias génicas relacionadas a la toxicidad
han sido o no encendidas.

La informacién generada a partir de mis de uno de
loe procedimientos farmacogenémicos anteriores, puede ser

utilizada para determinar los regimenes apropiados de
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dogsificacifn y tratamiento para el tratamiento profiléctico o
terapéutico de un individuo. Este conocimiento, cuando es
aplicado a la dosificacién o a la seleccitn del f&rmaco,
puede evitar reacciones adversas o falla terapéutica, y de
este modo aumentar la eficiencia terapéutica o profilédctica
cuando se trata a un sujeto con el modulador de CAT2 o ARGL.
Camposiciones Farmacéuticas

La invencitn es ademis dirigida a las composiciones
farmacéuticas que comprenden un modulador de CAT2 © ARGl y un
portador farmacéuticamente aceptable.

Como 8e utiliza en la presente el enunciado
"portador farmacéuticamente aceptable” est& destinado a
incluir cualesquiera y todos los solventee, solubilizadores,
rellenadores, estabilizadores, aglutinantes, absorbentes,
bases, agentes amortiguadores, lubricantes, vehiculos de
liberacién controlada, diluyentes, agentes emulsificantes,
humectantes, lubricantes, medios de dispersién,
recubrimientos, agentes antibacterianos o antifGngicos,
agentes retardadores de la absorcién e isoténicos y
similares, compatibles con la administracién farmacéutica.
El uso de tales medios y agentes para las sustancias
farmacéuticamente activas, es bien conocido en la técnica.
Excepto en cuanto a que cualquier medio o agente convencional
sea compatible con el compuesto activo, el uso del mismo en

las composiciones es contemplado. Los agentes suplementarios
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pueden ser también incorporados dentro de las composiciones.
Una composicién farmacéutica de la invencién es
formulada para ser compatible con su ruta pretendida de
administracién. Los ejemplos de rutas de administracién
incluyen la administracién parenteral, por ejemplo,

intravenosa, intradérmica, subcutéanea, oral (por

ejemplo, inhalacién, sublingual, bronquial Y
pulmonar), transdérmica {({té6pica), transmucosal, Y
rectal. Las s8soluciones o suspensiones utilizadas
para la aplicacién parenteral, intradérmica o

subcutdnea puede incluir los siguientes componentes:
un diluyente estéril tal como agua para inyecciébn,
solucién salina, aceites fijos, polietilenglicoles,
glicerina, propilenglicol u otros solventes
sintéticos; agentes antibacterianos tales como
alcohol bencilico o metilparabenos; antioxidantes
tales como &cido ascédbrbico o bisulfato de sodio;
agentes quelantes tales como el dcido
etilendiaminotetraacético; amortiguadores tales como
acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de
la tonicidad tales como cloruro de sodio o dextrosa.
El pH puede ser ajustado con &cidos o bases, tales
como &cido clorhidrico o hidrbéxido de sodio. La
preparacién parenteral puede ser encerrada en

ampolletas, jeringas desechablee o frascos de dosis
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midltiples elaborados de vidrio o de pléstico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para el
uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (donde
son solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para
la preparacién extempordinea de soluciones o dispersiones
inyectables, estériles. Para la administracién intravenosa,
los portadores adecuados incluyen solucién salina
fisiolégica, agua bacteriost&tica, Cremophor EL* (BASF,
Parippany, NJ) o 8olucién salina amortiguada con
foefato (PBS). En todos los casos, la composicibn
inyectable debe ser estéril y debe ser fluida al
grado en que exista el fdcil manejo con jeringa.
Esta debe 8er estable bajo 1las condiciones de
fabricacién y almacenamiento y debe ser preservada
contra la accién contaminante de los microorganismos
tales como bacterias y hongos. El portador puede ser un
medio solvente o dispersién que contiene, por ejemplo, agua,
etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicel y
polietilenglicol 1liquido, y s8imilares), y mezclas
adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada puede
ser mantenida, por ejemplo, mediante el uso de un
recubrimiento tal como lecitina, por el mantenimiento
del tamafio de particula requerido en el caso de 1la
dispersiéfn, y por el usBo de surfactantes. La

prevencién de la accidén de microorganismos puede ser
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lograda mediante diversos agentes antibacterianos y
antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol,
fenol, &cido ascébrbico, timerocsal y similares. En
muchos casos, los agentes isotbnicos, tales como el
cloruro de sodio, azlcares o polialcoholes (por
ejemplo, manitol, sorbitol) pueden ser incluidos en
la composicién. La- absorcién prolongada de 1las
composiciones inyectables puede ser originada por 1la
inclusién en la composicién, de un agente que retrasa
la absorcibn, por ejemplo, monoestearato de aluminio
Yy gelatina.

Las s8soluciones inyectadas estériles pueden
Ber preparadas mediante la incorporacién del
modulador activo de CAT2 o ARGl en 1la cantidad
requerida, en un solvente apropiado con uno o una
combinacién de ingredientes enumerados anteriormente,
como se requliera, seguido por la esterilizaciém por
filtracién. En general, las dispersiones son
preparadas mediante la incorporacién del compuesto
activo dentro de un vehiculo estéril que contiene un
medio de dispersién bésico y los otros ingredientes
requeridos de aquellos enumerados anteriormente. En
el caso de polvos estériles para la preparaciédn de
solucionea inyectables estériles, los métodos de

preparacién ejemplares son el secado a vacio y 1la
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liofilizacién que produce un polvo del ingrediente
activo méds cualquier ingrediente deseado adicional a
partir de una solucién del mismo, previamente
esterilizada por filtracién.

Las composiciones orales incluyen en general un
diluyente inerte o un portador comestible. Estas pueden ser
encerradas en clpsulas de gelatina o comprimidas en tabletas.
Para los fines de la administracién terapéutica oral, el
compuesto activo puede ser incorporado con excipientes y
utilizado en la forma de tabletas, trociscos o cépsulas. Las
composiciones orales pueden ser preparadas también utilizando
un portador fluido para el uso como un lavado bucal, en donde
el compuesto en el portador fluide es aplicado oralmente y
enjuagado y expectorado o tragado. Los agentes aglutinantes
farmacéuticamente compatibles y/o los materiales adyuvantes
pueden sBer incluidos comoc parte de 1la composicién. Las
tabletas, pildoras, cépsulas, pastillas y similares pueden
contener cualquiera de 1los siguientes ingredientes, o
compuestos de una naturaleza similar: un aglutinante tal
como celulosa microcristalina, goma de tragacanto o gelatina;
un excipiente tal como almiddn o lactosa; un agente
desintegrador tal como &dcido alginico, Primogel, o almidén de
mafz; un lubricante tal como estearato de magnesio o Stertes;
un deslizante tal como diéxido de silicio coloidal; un agente

endulzante tal como sucrosa o sacarina; © un agente
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saborizante tal como menta, salicilato de metilo o sabor
naranja.

Para la administracién por inhalacién, los
compuestos pueden ser distribuidos en la forma de un rocio de
aerosol a partir de un recipiente o surtidor presurizado que
contiene un propelente adecuado, por ejemplo, un gas tal como
diéxido de carbono, un nebulizador, un inhalador bronquial o
una gota nasal. Ademfis, los compuestos pueden estar en la
forma de una solucién liquida, un gel, o un producto seco.
Las formulaciones para inhalacién pueden ser soluciones
acucsas que contienen, por ejemplo, éter polioxietilen-9-
laurflico, glicocolato y desoxicolato. Las formulaciones
para inhalacién pueden también contener excipientes tales
como lactosa, si es necesario. Un nebulizador puede ser una
suspensién acuosa o solucién que incluye portadores o
excipientes para ajustar el pH y/o la tonicidad.

En una modalidad, las porciones terapéuticas las
cuales pueden contener un compuesto biocactivo, son preparadas
con portadores que protegerin al compuesto contra la
eliminacién répida desde el cuerpo, tal como una formulacién
de liberaciSn controlada, incluyendo implantes y sistemas de
distribucién microencapsulados. Los polimeros
biocompatibles, biodegradables, pueden ser utilizados, tales
como acetato de etilenvinilo, polianhidridos, acido

poliglicélico, colégeno, poliortoésteres, Y dcido
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polilactico. Los métodos para la preparacién de tales
formulaciones ser&n aparentes para aquellos expertos en la
técnica. Los materiales pueden también ser obtenidos
comercialmente a partir de, por ejemplo, Alza Corporation y
Nova Pharmaceuticals, Inc. Las suspensiones liposomales
(incluyendo liposomas dirigidos a las células infectadas con
anticuerpos monoclonales para los antigenos virales) pueden
ser también wutilizadas como portadores farmacéuticamente
aceptables. Estos pueden ger preparados de acuerdo a los
métodoe conocidos por aquellos expertos en la técnica, por
ejemplo, como se describe en la Patente de los Estados Unidos
No. 4,522,811.

En una modalidad, 1las composiciones orales o
parenterales formuladas en forma de dosis unitaria son
empleadas para facilidad de administracién ¢ uniformidad de
dosificacién. La forma de dosis unitaria como se utiliza en
la presente, incluye unidades fisicamente discretas adecuadas
como dosis unitarias para el sujeto que va a ser tratado;
cada unidad contiene una unidad predeterminada del compuesto
activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado
en asociacién con el portador farmacéuticamente aceptable.
La especificacién de lase formas de dosis unitaria de 1la
invencién es dictada por y directamente dependiente de las
caracteristicas finicas del compuesto activo y del efecto

terapéutico particular qQque va a s8er logrado, y 1las
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limitaciones inherentes en la técnica de composicién, tal
como un compuesto activo para el tratamiento de 1los
individuos.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de tales
compuestoa pueden ser determinadas mediante procedimientos
farmacéuticos est&ndares en cultivos celulares o© animales
experimentales, por ejemplo, para la determinacién de la LDs,
(la dosie letal a 50% de la poblacién) y la EDgy (la dosis
terapéuticamente efectiva en 50%¥ de 1la poblacibn). La
proporcién de dosis entre los efectos téxicos y terapéuticos
es el iIndice terapéutico y puede ser expresada como la
proporcibén LDso/EDsg. Los compuestos que muestran indices
terapéuticos grandes, pueden ser seleccionados. Mientras que
los compuestos que muestran efectos colaterales téxicos
pueden ser utilizados, se debe tener cuidado en disefiar un
sistema de administracifn que dirija tales compuestos al
gitio objetivo afectado, con el fin de reducir al minimo el
dafio potencial a las células no infectadas y, con esto,
reducir los efectos colaterales.

Los datos obtenidos a partir de los ensayos de
cultiveo celular y estudios animales, pueden ser utilizados en
la formulacién de una gama de dosis para el uso en humanos,
En muchos casos, la dosis de taleas compuestos cae dentro de
un intervalo de concentraciones de circulacidn que incluye la

EDS50 con poca o ninguna toxicidad. La dosis puede variar
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dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosis
empleada y la ruta de administracién utilizada. Para
cualquier compuesto utilizado en el método de la invencién,
la dosis terapéuticamente efectiva puede ser estimada
inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Una
dosis puede ser formulada en modelos animales para lograr un
intervalo de concentracién plasmidtica en circulacién gque
incluya la IC50 (por ejemplo, la concentracibénm del compuesto
de prueba que logra una inhibicién media mixima de los
sintomas) como es determinado en el cultivo celular. Tal
informacién puede ser utilizada para determinar de manera mis
precisa las dosis Gtiles en los humanos. Ios niveles en
plasma pueden ser medidos, por ejemplo, mediante
cromatografia liquida de alta resolucién.

El régimen de dosificacifn para la administracién
de una composicién farmacéutica de la presente invencién
puede ser determinado por el médico que atiende con base en
diversos factores tal como el tipo de enfermedad, el eito de
la patologia, la severidad de la enfermedad, la edad del
paciente, el sexo y la dieta, la severidad de la inflamacién,
el tiempo de administracién y otros factores clinicoas. En
una modalidad, la administraciénm inhalativa, sistémica o
inyectable puede Ber iniciada a una dosis que es minimamente
efectiva, y la dosis serd incrementada en un periodo de

tiempo pre-seleccionado hasta que se observe un efecto
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poeitivo. Subsecuentemente, incrementos cada vez mayores en
las dosis ser&n realizados limitédndose a los nivelles que
produzcan un incremento correspondiente en el efecto, al
tiempo que se tome en cuenta cualesquiera efectos adversos
que puedan aparecer. La adicién de otros factores conocidos
a una composicién final puede también afecta la dosificacién.
El progreso puede ser monitorizado por evaluacién peribédica
de la progresién utilizando métodos esté@ndares.

Una composicién farmacéutica de la presente
invencién puede ser administrada en una dosis o dosis
miltiples. Las dosis pueden ser administradas a cualesquiera

intervalos deseables. En una modalidad, cada dosis incluye
aproximadamente 0.1 pg-100 mg, 1 pg-10 mg, 10 pg-1 mg, o 100
pg-500 pg de un agente terapéutico activo. La dosis por

debajo de 0.1 pg o mayores de 100 mg pueden ser también
utilizadas. El volumen de cada dosis puede estar en el
intervalo de, por ejemplo, entre 0.1 ml y 5 ml, entre 0.1 ml
Y 1 ml, o entre 0.2 ml y 0.5 ml.

Las composiciones farmacéuticas de 1la presente
invencién pueden ser incluidas en un recipiente, pagquete o
surtidor junto con las instrucciones para la administracién.
Equipos

La invencién también abarca los equipos para
detectar la presencia de un producto del gen de CAT2 o ARGl

en una muestra biolégica. El equipo puede comprender

%
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reactivos para evaluar la expresién de CAT2 o ARGl a nivel de
nucleétido o de proteina. En una modalidad, 1los
reactivos pueden ser un anticuerpo © fragmento del
mismo, en donde el anticuerpo o fragmento del mismo
se enlaza especificamente a CAT2 o ARGl. Por
ejemplo, los anticuerpos de interés pueden ser
preparados mediante los métodos conocidos en 1la
técnica. Opcionalmente, los equipos pueden
comprender una sonda polinucleoctidica en donde 1la
sonda 8se enlaza especifica a un polinucleétido
transcrito correspondiente al gen de CAT2 o ARGl. El
equipo puede contener medios para determinar 1la
cantidad de proteina CAT2 o ARGl o el ARNm del mismo
en la muestra, y los medios para comparar la cantidad
de la proteina CATZ2 o ARGl o el ARNm en la muestra,
con un control esténdar. El compuesto o agente puede
ser empaquetado en un recipiente adecuado. El equipo
puede comprender ademés las instrucciones para
utilizar el equipo para detectar 1la proteina o
polipéptido CAT2 o ARG1l.

La invencibén proporciona ademds 1los equipos
para evaluar la adecuacién de cada uno de 1la
pluralidad de compuestos para inhibir una enfermedad
inflamatoria en un sujeto. Talee equipos incluyen

una pluralidad de compuestos que van a ser probados,

k1



10

15

20

25

130

Yy un reactivo (por ejemplo, anticuerpo especifico
para las proteinas correspondientes o©o una sonda o
cebador especifico para polinucleétidos correspondiente)
para evaluar la expresién de CAT2 o ARGl.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Cambios en la expresién de genes en pulmén de
ratén, asociado con la reaccién alérgica

Se obtuvieron ratones Balb/c (de 6 a 8 semanas de
edad) de Jackson Laboratories. Todos los animales
utilizados en este estudio fueron alojados en una
instalacién ambientalmente controlada, libre de
patbgenos bajo campanas de flujo laminar. Todos los
experimentos Be conformaron a los principios para la
investigaciétn con animales de laboratorio como se
deascribe en el Acta de Bienestar Animal y el
Departamento de Salud, lineamientos de Educacién vy
Bienestar (NIH) (Animal Welfare Act and the Departmen
of Health, Education and Welfare guidelines) para el
uso experimental de animales.

Ratonee Balb/c fueron inmunizados mediante
una inyeccién intraperitoneal (i.p.) de 10 pg de OVA
(Sigma, Saint ILouis, MO) en 200 pl de PBS en el dia
o. En los dias 14 y 25 1los ratones fueron

anestesiados con una mezcla de gquetamina y xilazina

(45 Y 8 mg/kg, regpectivamente) Y retados

128
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intratragquealmente con 50 pl de una solucién al 1.5%

de OVA o un volumen equivalente de PBS. Los ratones
fueron inyectados i.p. ya sea con 100 pl de PBS, hIgG

(400 pg/ml) o sIL-13a2-Fc (400 pg/ml) en los difas 24,
25, y 27. La purificacién de hIgG fue llevada de
acuerdo a Urban et al., Immunity B8(2): 255-645, 1998.
Los pulmones fueron recolectados y congelados para el
aislamiento del ARN en el dia 28.

Para identificar los cambios en la
concentracién del ARNm dependiente de la transduccién
de la sefial mediada por IL-13, dos de los ratones
retados con OVA fueron tratados con tres inyecciones
intraperitoneales de la proteina de fusibén del
receptor de IL-13 soluble, s8IL-13Ra2-Fc, antes de y
durante el curso del reto alérgico. Como el control
para la porcién Fc de la proteIna de fusiédn del
receptor, dos de los ratones retados con OVA fueron
similarmente tratados con la administracién
intraperitoneal de hlgG. Un segundo grupo de ratones
control fueron similarmente sensibilizados a OVA sin reto
subsecuente y tratados en un curso de tiempo idéntico con la
administracién intratraqueal de amortiguador de PBS, ya 8sea
solo (n=2) o con inyeccifén intraperitoneal de hIgG (n=2) o

sIL-13Ra2-Fc (n=2}. El tejido pulmonar para los ratones
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control retados con OVA y con amortiguador solo fue cosechado
a las 78 horas después del segundo reto con antigeno pulmonar
(dia 28).

La IL-13 murina recombinante {(mIL-13; 5 Hg en un

volumen final de 50 pl) se adminietrd diariamente por tres
dias mediante instilacién intratraqueal a ratones Balb/c
intactos © ratones deficientes en S8tat 6 gque hablan sido
anestesiados con una mezcla de quetamina y xilazina (45 y 8
mg/kg, respectivamente). Los pulmones fueron recolectados y
congelados en hielo seco a las 72 horas después de la
administracién inicial de IL-13.

El tejido pulmonar de ratén, congelado, fue
pulverizado utilizando morterc y mano de mortero con

nitrégeno 1liquido enfriado, suspendido en 6 ml de

isotiocianato de guanidinio/0.7% de P-mercaptoetanol (GTC/ME}
y sonicado con pulsc por 2 minutos. La suspensifn del tejido
fue extraida dos veces con fenol equilibrado con &cido
(equipo de ARN Total Promega) y el &cido nucleico precipitado
con un volumen igual de isopropanol. El bot6n celular fue
repuspendido en 0.8 ml de GTC/ME, reextraido dos veces con un
volumen igual de fenol &cido y una vez con cloroformo. El
ARN fue precipitado con etanocl, suspendido en agua tratada

con I DEPC y cuantificado por la ODjgp.

El ADNc fue sintetizado a partir de 10 pg del ARN

200
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total wutilizando el equipo Superscript (BRL) con 1la
modificacién descrita con detalle previamente (Byrne et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons,
Inc. (New York), 2000). La sintesis de la primera hebra se
llevdé a cabo a 50°C para prevenir la mala cebadura a partir
del ARN ribosomal y utilizé un promotor de ARN-polimerasa T7
que contenia el cebador poli-T (T7T24) para la amplificacién
subsecuente del ARN antisentido (ARNc) in vitro y marcacién
con biotina. El ADNc fue purificado utilizando esferas
terminadas con grupo carboxilo BioMag (Polysciences) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante, y se eluyf en 48
Hl de acetato de sodio 10 mM, pH 7.8.

Las reacciones de transcripcién impulsadas por
polimerasa T7 in vitro para la sintesis y marcacién con
biotina del ARNc antisentido, la purificacién de columna
giratoria Qiagen Rneasy y la fragmentacién del ARNc se
llevaron a cabo como se describe anteriormente (supra). Lase
mezclas de hibridacién GeneChip contenian 10 ug de ARNc
fragmentado, 0.5 mg/ml de BSA acetilado, 0.1 mg/ml de ADN de

esperma de arenque, en amortiguador MES 1x en un volumen

total de 200 ul siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las mezclas de reaccién fueron hibridadas por 18 horas a 45°C
a arreglos de oligonucleStidos Affymetrix MullKsubA vy
MullKeubB. Las mezclas de hibridacién fueron removidas y los

arreglos fueron lavados y teflidos con Estreptavidina-R-
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ficoeritrina (Molecular Probes) utilizando GeneChip
Fluiditics Station 400 (Affymetrix) y exploradas con un
Explorador (escéner) Hewlett Packard GeneArray siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los datos de fluorescencia
fueron recolectados y convertidos a promedios de diferencia
especifica de genes utilizando el software MicroArray Suite
4.0.

Una curva estindar de once miembros, comprendida de
fragmentos de genes derivados de las secuenclas bacterianas y
de bacteribéfagos, clonadas, fueron introducidos dentro de
cada mezcla de hibridacifn a concentraciones en el intervalo
de 0.5 pM a 150 pM, representando frecuencias de ARN de
aproximadamente 3.3 a 1000 partes por millén (ppm), asumiendo
un tamafio promedio del transcrito de 2 kb. Los fragmentos
biotinilados de 1la curva estdndar fueron sintetizados
mediante la reaccién IVTA impulsada por la polimerasa T7 a
partir de plantillas basadas en plasmido (supra). Los
fragmentos de ARN biotinilados, clavados sirven como un
est&ndar interno para evaluar la sensibilidad del chip y como
una curva estdndar para convertir los promedios de diferencia
de fluorescencia medidos, provenientes de 1los genes
individuales, a frecuencias de ARN en ppm. La diferencia
promedio en la fluorescencia entre el acoplamiento perfecto y
los grupos de sonda de mal acoplamiento simple que contienen

oligonucleétidos especificos del gen, se utilizaron para
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determinar los valores de frecuencia con respecto a la curva
esténdar puntiaguda. Ademéis, un segundo grupo de algoritmos
basados principalmente en la fraccién de pares de sondas
respondedoras positivas o negativas, individuales, se utiliza
para evaluar la presencia o ausencia absoluta del producto
génico (Lockhart et al., Nat. Biotechnol. 14: 1850-1856,
1996). La sensibilidad del chip de microarreglo individual
es ajustada a un medio de la concentracién minima a la cual 2
de cualesquiera 3 plantillas clavadas en la curva esténdar
adyacentes, son llamadas presentes. La regresidn lineal de
la curva est&ndar es forzada hasta cero y la frecuencia
minima del gen reportado es ajustada a la sensibilidad del
GeneChip® individual.

Miltiples réplicas independientes para cada una de
las condiciones experimentales de tratamiento o de control se
midieron, y 1los datos de expresién sujetos a anélisis
estadistico rutinario en un esfuerzo para eliminar los falsos
positivos. Los valores de frecuencia determinados a partir
de las medicionesa individuales para un grupo experimental
dado fueron inicialmente comparados utilizando el software
Excel. Los valores promedico para el tratamiento y los
animales control fueron comparados para obtener el cambio
porcentual promedio (AFC). Las pruebas T de Student de dos
colas fueron calculadas utilizando ya sea la co-varianza

desigual con valores de frecuencia brutos o co-varilanza igual

035
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con valores de frecuencia transformadoes por logaritmo. En
este trabajo, fGnicamente son reportados aquellos genes gque
varian en AFC m&s de 2 veces acoplados a una prueba T de
Student P<0.05 en al menos una de las condiciones
experimentales. Los grupos de genes establecidos por
los criterios de AFC doble >2 veces y la Prueba t P
<0.05, fueron subsecuentemente editados para remover
los genes 1llamados ausentes en la mayoria de 1los
archivoe de prueba y para eliminar la redundancia
debida a los genes enlosados miltiples veces sobre
los arreglos de oligonuclebtidos MullKsubA y subB.
Finalmente, fueron eliminados los genes para los
cuales la frecuencia de expresid6dn promedio de los
animales tratados fue menor de 2 vecee m&s alta que
el promedio de los controles solos con amortiguador,
interexperimentales.

El GeneChip® 11K subA y subB murino permitié
la interrogacién de mé&s de 13,000 genes murinos, ESTs
Y secuencias control. Los arreglos de
oligonucleétidos respondieron con una sensibilidad
promedio de 13 ppm y 12 ppm para los arreglos de
oligonucleétidos MullKsubA y s8subB respectivamente.
La calidad del ARN purificado y el producto de ADNc
derivado fue monitorizada mediante comparacién de la

proporcién de frecuencias calculadas para la actina y
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los tres grupos de tratamiento utilizados para identificar la
expresién del gen inducida por el reto con alérgeno {(como se
muestra en la Tabla 3) fue bien balanceada con respecto a la
integridad del ARNm, el nimeroc de genes llamados presentes y
la frecuencia del ARNm total computada a través de los

diversos archivos de control y de tratamiento.

Tabla 3. Resuman del Balance de ARN

Balb/C 72 hr (IL-13) | STATS 72 hr (IL-13) Balb/C 72 hr (OVA)

Control [IL-13 N=6 | Control N=¢ [IL-13 N=5 [Control |[OVA N=4 | OVA+xFcl13Ra2
| N=§ _ N=6 N=2
Proporcién | 0.90 0.77 0.88 0.80 0.76 0.78 0.80
promedio
5'73’ de ARN
# de Genes[5396 +|49B4+568|5553+475 |sS422+5143 [5143 +|53524568(52104+394
Presentes B3 285
_I;mlmia 450 +[581+131 |482+3§0 5391174 [447+183 414152 |480189

101

1 Frecuencia total promedio de todos los genes llamados

Presentes en al menos 1 archivo (x1073).
El perfil de expresién de gen. medido para 1los
ratones control tratados con PBS. no fue significativamente

alterado por 1la co-administraci6n intraperitoneal de 1IgG

humana o 8IL-13Ra2-Fc, y de este modo los valores de
frecuencia a partir de seis ratones control fueron combinados
como un grupo eimple en el célculo de 1los valores de
expresién de linea base no tratados, promedio. Similarmente,
los cuatro ratones retados con OVA tratados ya sea con la co-
administracién intraperitoneal de amortiguador o hIgG, fueron

combinados como un grupo simple en el cdlculo de los valores

%6
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de frecuencia promedio para la frecuencia de ARNm

pulmonar retado con el alérgeno. La comparacién de

las frecuencias de ARNm pulmonar promedio entre los

Beis ratonee control tratados con PBS y cuatro

ratones retados con OVA, identificaron 246 secuencias

enlosadas en las cuales el AFC fue doble o mayor. De

este grupo de genes, 132 cumplieron los 8segqundos

criterios de seleccién de P«<0.05 y se muestran en la
Tabla 4 siguiente.

Tabla 4. Resumen de los Cambios de Expresién de Genes

Palb/C 72 br | STAT6 72 hxr |Balb/C 72 hr | PBB BTAT 6 v.
IL-13 v. PBS | IL-13 v. PBS | OVA v. PBS Balb/C
# de Genes| 5306 + 615 5480 * 536 5224 £ 386 5472 & §22
Presentes
Frecuencia 522 + 130 514 + 136 441 = 72 466 86
Totalt
<2X AFC' 279 28 246 43
P<0 . 057 2688 5 344 54
iX AFC + 136 0 132 1
P<0.05
* Nimero total de transcritos de ARNm 1llamados

presentes en las 13,179 secuencias enlosadas.

t Frecuencia total promedio de todos los genes
llamados Presentes en al menos 1 archive (x 107%).
N{imero de genes gque cumplen los criterios de 2
vecee o mayor Cambio Porcentual Promedio

NGmero de genes que cumplen los criterios de la
prueba t de Student de P<0.05,.

H NGmero de genes gque cumplen los criterios dobles

de AFC doble y la prueba t de Student P<0.05.

01
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veces en los ratones nulos Stat-/- (P=0.03). Con la
excepcién simple de la proteina de enlace a la caja D
de albfimina, estos datos demostraron que en ausencia
de estimulacién inmune, exisetiéd diferencia muy
limitada en la expreeién total del gen en el pulmén
de ratén, resultante del alelo nulo Stat-/-. Ademéds
de la comparacién de los ratones tratados con mIL-13
Stat-/- y tratados con amortiguador control, estos
resultados sugirieron adem&s que el AFC doble y los
criterios estadisticos utilizados para filtrar 1los
datos, es efectivo en eliminar las llamadas falsas
positivas.
Ejemplo 2: Cambios de expresién de genes en pulmén de
ratén inducidos por instilacién pulmonar de IL-13

Para identificar los cambios mediados por IL-
13 en la expresién del gen pulmonar, eeis ratones
Balb/c (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME) fueron
tratados con miltiples dosis de 5 pg (0 hr, 24 hr, y
48 hr) de instilacién pulmonar de IL-13 recombinante
de ratén (mIL-13). Un segundo grupo de ratones
control Balb/C (n=4) fueron instilados con
amortiguador Gnicamente a una escala idéntica.
Adicionalmente, un grupo de ratones nulos Stat6-/-
fueron tratados idénticamente con mIL-13 a dosis

miltiples (n=4) o amortiguador de PBS (n=5) con

Ul
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instilacidén pulmonar antes de la cosecha de todos loe
pulmones a las 78 hr para perfilmiento de 1la
expresién. La comparacidén de los datos del perfil de
expresién de genee de ratones Balb/c tratados por
instilacién intratraque&l de mIL-13 a los controles
soloe con amortiguador, identificaron 279 genes con
una diferencia porcentual promedio mayor de dos veces
dentro del promedio de 5306 genes llamados presentés en los
archivos individuales. De estos 279 genes, 136 cumplieron
los segundos criterios de la prueba T de Student P<0.05
(Tabla 4 anterior).

Existe un traslape dramitico en la expresién de
genes mediada por el reto con alérgeno y la instilacién
directa de IL-13. La observacién de 1los genes supra-
regulados por IL-13 no identificados en el modelo inducido
por OVA, refleja mids probablemente una diferencia en la
fuerza de la seflal proporcionada por la instilacién directa
de la citocina. La administracién intratragqueal de IL-13 o
bien la sobreexpresién transgénica especifica de pulmSn de
IL-13, dan como resultado todas las respuestas
patofisiolégicas observadas en el modelo de ratén del asma
alérgico, los genes modulados por IL-13 mis probablemente
reflejan un grupo extendido de genes relacionados a 1la
enfermedad. La Figura 1 muestra que los gen de CAT2 o ARGl

son supra-regulados en los ratones Balb/C que reciben el

A
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tratamiento con OVA o IL-13. La Figura 2 muestra 1la
frecuencia del ARNm de ARGl en ratones Balb/c tratados con
OVA o con IL-13.
Ejemplo 3: Induccién del gen ARGl por OVA o expresién de IL-
13 mediada por adenovirus en ratones Balb/c

En resumen, los ratones Balb/c fueron inoculados

intranasalmente con 5x10°

partficulas de una IL-13 murina de
expresién en adenovirus recombinante (Ad-IL13) o fosfatasa
alcalina secretada murina (Ad-SEAP). Loe ratones control
fueron tratados con PBS, OVA o IL-13 como se describe en el
Ejemplo 1. Los animales fueron sacrificados 72 horas después
de la inoculacién y los pulmones fueron cosechados para la
extraccién del ARN. El1 ARN fue preparado a partir de tejido
pulmonar utilizando el equipo RN-easy Mini (Qiagen) siguiendo
las recomendaciones del fabricante. La expresién de ARGl fue
determinada utilizando 1los arreglos de oligonuclebtidos
Affymetrix Mu U74Av2. Los resultados son mostrados en la
Figura 3. La frecuencia del ARNm es expresada como partes
por millén.
Ejemplo 4: Induccién del gen de ARGl por expresién mediada
por adenovirus de IL-13 en ratones C57bl/6

En resumen, los ratones Balb/c fueron inoculados
intranasalmente con 5x10'° particulas de Ad-IL13 o Ad-SEAP.

Los ratones control fueron tratados con PBS como se deacribe

en el Ejemplo 1. Los animales fueron sacrificadeos 72 horas
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después de la inoculacién. El ARN pulmonar total fue aislado
Yy analizado para la expresién de ARGl como se describe en el
Ejemplo 2. Los resultados son mostrados en la Figura 4. La
frecuencia del ARNm es expresada como partes por millén.
Ejemplo 5: Expresién de CAT2 o ARGl1 en la linea celular de
macréfagos murinos RAW264.7 tratada con LPS e IL-13

Células RAW264.7 confluentes fueron divididas 1:5
en 20 ml de medio de Eagle modificado de Dulbecco completo
(cDME) suplementado con L-glutamina 4 mM (CTS)}, 10% de suero
fetal Dbovino (JRH Biosciences), aminodcidos no
esenciales (Gibceo) y HEPES 10 mM (Gibco). Las
células subconfluentes fueron luego estimuladas 24

horas después con 100 ng/ml de 1IL13 de ratén,

recombinante {R&D Systems) y/o 1 pg/ml de
lipopolisacérido (LPS) proveniente de Pseudomonas
aeruginosa Serotipo 10 (Sigma). Después de 24 horas
de estimulacién, las células fueron raspadas de los
matraces, lavadas 1 vez con PBS frio, y el botén

celular lisado en 600 pl de amortiguador RLT (equipo

RN-easy Mini, Qiagen) que contenia 10 ul/ml de PB-
mercaptoetanol. Los lisados fueron almacenados a -
80°C.

El ARN fue preparado a partir de las células
RAW264.7 tratadas utilizando el equipo RN-easy Mini

(Qiagen) siguiendo las recomendaciones del

A
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fabricante. El ARN fue cuantificado por absorbancia
a 260 nm, y se prepard una curva estdndar 1:6 a
partir de la muestra tratada con LPS/IL-13 comenzando
a 150 ng/reaccién. Todas las muestrae remanentes
fueron evaluadas a 50 ng/reaccién para Argl, CAT1,
CAT2A, CAT2B, CAT3 y CAT4, utilizando el equipo TagMan EZ RT-
PCR (Applied Biosystems) y la expresién del ARNm de GAPDH
para normalizar. Los cebadores fueron disefiados utilizando
el software Primer Express (Applied Biosystems). La entrada
para Argl, CAT1, CAT3 y CAT4 fue la secuencia de codificacién
de ARNm completa proveniente de GenBank, mientras gque
Gnicamente los exones especificos de CAT2A y CAT2B fueron
utilizados en el caso de CAT2. Las bases de datos ptiblicas
fueron BLAST buscadas con secuencias cebadoras para asegurar
la especificidad. Los oligonucleétidos del cebador y de la
gsonda marcada con FAM/apagada con TAMRA en lae eiguientes
secuencias (5’->3’) fueron sintetizadas en Wyeth:

Tabla 5. Cebadores

Gan Cebador 5’ Sonda ¥AM Cebador 3‘

CAT1 S8EQ ID NO: 1,518 SEQ ID NO: 1,519 SEQ ID NO: 1,520

CAT2A SEQ ID NO: 1,521 S5EQ ID NO: 1,523 8EQ ID NO: 1,523

CAT2B 8EQ ID NO: 1,524 BEQ ID NO: 1,525 8EQ ID NO: 1,526

CAT3 S8EQ ID NO: 1,527 SEQ ID NO: 1,528 SEQ ID NO: 1,529

CAT4 BEQ ID NO: 1,530 BEQ ID NO: 1,531 SEQ ID NO: 1,532

ARG1 SBEQ ID NO: 1,532 BEQ ID NO: 1,534 SEQ ID NO: 1,535

4>)
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La amplificacién por PCR fue realizada en un
Detector de Secuencias ABI 7700 (Applied Biosystems)
utilizando 1los parémetros estdndares de 40 ciclos
recomendados en el equipo de EZ RT-PCR. Los nimeros
de ciclo de umbral fueron utilizados para generar una
indicacién de la expresi6fn utilizando el método de
Fink et al. (Fink et al., Nat. Medicine, 4: 1329-
1333, 19%8). La RT-PCR cuantitativa en tiempo real
después de la recoleccidn de células ayudada por
laper.

La Figura 5 muestra gque la expresién de
CAT2A, CAT2B y ARGl es marginalmente inducida por LPS
solo, pero es significativamente inducida por la
combinacién de LPS e IL-13.
Ejemplo 6: Captacidén de arginina en células RAW264.7
tratadas con LPS e IL-13

Las células RAW264.7a a 1 x 10°, fueron
sembradas en placa sobre placas de cultivo de tejido
de 24 pozos en 0.5 ml de cDME. Después de la
adherencia por 2 horas, 0.5 ml del medio gue contenia
LPS (Sigma) y/o rhILl3 (R&D Systems) se agregd para
concentraciones finales de 1 pug/ml y 10 ng/ml,
respectivamente. Después de 20 horas de incubacién a
37°C en una atmésfera de 5% de CO; y 95% de aire, las

células fueron lavadas 3 veces con Amortiguador de
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Lavado de Arg #1 (cloruro de colina 140 mM, cloruro
de potasio 5 mM, cloruro de calcio 0.9 mM, sulfato de
magnesio 1 mM, glucosa 5.6 mM, y HEPES 25 mM, pH
7.4), luego 4 veces adicionales con Amortiguador de
Transporte de Arg (cloruro de colina 137 mM, cloruro
de potasio 5.4 mM, cloruro de calcio 1.8 mM, sulfato
de magnesio 1.2 mM, HEPES 10 mM, ajustado a pH 7.4).
Se agregaron 0.5 ml de amortiguador de transporte con
L-leucina 5 mM (Sigma) y L-[2,3,4,5-'H]Arginina 38 nM
({Amersham) mezclado con L-arginina (Sigma) a una

concentracién final ya sea de L-arginina 400 uM o L-

arginina 100 uM y s8e incubé por 3 minutoe a
temperatura ambiente. El enlace no saturable fue
cuantificado mediante incubacifn de un pozo réplica
de cada tratamiento con el amortiguador de transporte
gue contenfa L-arginina 5 mM. El bloqueo de CAT2 fue
realizado en réplicas adicionales por la adicién de
L-lisina 20 mM (Sigma) al amortiguador de transporte.
El transporte fue detenido por lavado 4 veces con
Amortiguador de Lavado de Arg #2 enfriado con hielo

(clorurc de sodio 137 mM, Tris 10 mM, HEPES 10 mM, pH
7.4). Las células fueron lisadas con 500 ul de SDS

al 1.0% en HEPES 10 mM, pH 7.4. La cuantificacién de

la proteina fue realizada utilizando un equipo micro-

g
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BCA (Pierce) y 400 pl de lisado suspendido en 10 ml
de fluido de cintilacién, se cargdé dentro de frascos
de cintilacién de vidrio, y las emisiones fueron
contadas por 1 minuto. La captacibén especifica de
arginina fue calculada como el enlace saturable
(CPM/mg de Arg 400 uM de proteina) - enlace no
gsaturable (CPM/mg de Arg 5 mM de proteina).

Como se muestra en la Figura 6, la captacién
de arginina es 6ptimamente inducida por el
tratamiento de las células RAW264.7 con una
combinacién de LPS e IL-13. La captacién
incrementada de arginina, no obstante, es inhibida por
la lisina (Figura 7), un inhibidor competitivo de CAT2 para
el transporte de arginina.

Ejemplo 7: Produccién de urea en células RAW264.7 tratadas
con LPS e IL-13

Los macrSfagos RAW264.7 fueron estimulados en
placas de 24 pozos para los estudios de transporte de
arginina (anteriores) . Después de 20 horas de
estimulacién, las células fueron lavadas tres veces
con Amortiguador de Lavado de Arg #l1 y luego cuatro
veces adicionales con Amortiguador de Transporte de
Arg. Las células fueron incubadas a 37°C por 24
horas en una muestra de 5% de CO; y 95% de aire en el

Amortiguador de Transporte de Arg gue contenia L-
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leucina 5 mM, L-arginina 400 uM, L-lisina + 20 mM.

Los sobrenadantes fueron clarificados mediante

centrifugacién a 12,000 rpm por 10 minutos y 100 ul
evaluados para la urea-por triplicado wutilizando un
método del equipo de absorbancia de UV (R-Biopharma)
siguiendo 1las instrucciones del fabricante, con 1la
excepcién de que éste se realizé6 a una escala de 1/10

en una placa de ensayo de 96 pozos con un volumen

total de 300 upl/pozo. Las células fueron lisadas con
500 pl de SDS al 1.0% en HEPES 10 mM, pH 7.4 y la proteina
cuantificada wutilizando el equipo Micro-BCA (Pierce). La
produccién de urea fue expresada como pg de urea/mg de lisado
de protelna.

La Figura 8 muestra que el tratamiento con LPS/IL-
13 incrementa la produccién de urea en las células RAW264.7.
En concordancia con loa datos de captacién de arginina
mostrados en las Figuras 6 y 7, la produccién incrementada de
urea es inhibida por la lisina, el inhibidor competitivo de
CAT2 para el transporte de arginina.
Ejemplo 8: La linduccién de la expresién de ARGl requiere el
receptor de IL-4

Ratones suprimidos en el gen del receptor de IL-4
(IL4R-/-) y ratones suprimidos en el gen de IL-4 (IL4-/-)
fueron sensibilizados a OVA, o tratados con PBS o IL-13 como

se describe en la Figqura 1. El ARN pulmonar total fue
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aislado y analizado para la expresiébn de ARGl como se
describe en el Ejemplo 2. Los resultados son mostrados en la
Figura 10. La frecuencia del ARNm es expresada como partes
por millén.

Ejemplo 9: Efecto de la lisina sobre la contraccién traqueal
inducida por carbacol

Ratas entre 8 y 10 semanas de edad fueron
utilizadas para este experimento. Las traqueas fueron
répidamente extirpadas y limpiadas de tejido conectivo
adherente. Cada traquea fue Beccionada en 3 a 4 mm de
longitud y luego cultivada en una mezcla de RPMI-1640
y DMEM (v/v) con vehiculo, leucina (25 mM), 1lisina
(100 mM) o ambos de ellos por 15 a 20 horas. La
composicién farmacéutica (mM) del medio incluyé
aminodcidos no esenciales 0.1, FBS al 4%, glutamina
2.0, p-mercaptoetanol 0.05, 100 p/ml de penicilina/100
pg/ml de estreptomicina.

Las traqueas fueron soportadas
longitudinalmente por una varilla con una espiga de
acero inoxidable en la base de un bafio de S6rganos, de
vidrio, de doble forro, relleno con 15 ml de solucién
de Krebse-Henseleit (K-H) a 37°C, de 1la siguiente
composicién (mM): cloruro de sodio 118; cloruro de
potasio 4.7; fosfato didcido de potasio 1.2; dextrosa

11.1; sulfato de magnesio 1.2; cloruro de calcio 2.8

28
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Yy carbonato 4cido de s8sodio 25. La 8olucién fue
continuamente gasificada con una mezcla de 5% de COi; y
95% de oxIgeno por toda la duracién de cada
experimento. El soporte superior fue acoplado por un
rizo de hilo de seda a un transductor de fuerza
TSD125. Los cambios en la tensién de los anillos
traqueales fueron pincrénicamente registrados con un sistema
MP150 (BIOPAC Systems, Inc.) y mostrados visualmente en una
computadora PC.

Las traqueas tratadas con 1los f&rmacos fueron
lavadas con la solucién K-H a intervalos de 10 minutos por 3
veces. Fueron construidas curvas de respuesta al carbacol
(10® a 10 M). Las concentraciones de los agentes fueron
incrementadas (nicamente cuando las respuestas contréctiles a
las concentracicnes previas habian sido estabilizadas.

Al final de cada experimento, todae las traqueas
fueron transferidas scbre una almohadilla de gasa y pesadas.
Las tensiones fueron calculadas como miligramo de tensiones
por miligramo de peso (mg/mg) y expresadas como un porcentaje
individual (%) de la fuerza evocada por el carbacol 10°® de
laes traqueas en ausencia de los farmacos. Todos los valores
fueron expresados como la Media * desviacién esténdar. Se
utilizé la prueba T de Student apareada en este efecto. Un
valor de p menor de 0.05 fue considerado significativo.

Como se muestra en la Figura 9, la contraccién

22|
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traqueal de rata inducida por carbacol es inhibida por la
lisina.

Ejemplo 10: La contraccidén traqueal inducida por carbacol es
reducida por la supresién del gen de CATZ2

Ratones suprimidos en el gen de CAT2 (CAT2 -/-)
fueron tratados como se describe en el Ejemplo 9. Como Bse
muestra en la Figura 11, la contraccién traqueal inducida por
carbacol es también inhibida por la supresifn del gen de
CAT2, sugiriendo ademds el involucramiento de CAT2 en 1la
patofisiologia de las enfermedades inflamatorias.

Ejemplo 11: Asociacién de la Inhibicién de la Expresién de
ARNm de ARG1 con el bloqueo de sefalizacién de IL-13

Ratones Balb/C tratados y no tratados fueron
sensibilizados a OVA, tratados con PBS, rIL-13 o sILl3Ra2.Fc
como se describe en la Figura 1. El1 ARN pulmonar total fue
aislado y analizado para la expresién de ARGl como &se
describe en el Ejemplo 2. Los resultados son mostrados en la
Figura 12. La frecuencia del ARNm es expresada como partes
por millén.

Mientras que 1la invencién ha sido ilustrada vy
descrita con detalle en 1loe dibujos y en la descripcién
anterior, la misma tiene que ser considerada como ilustrativa
Yy no restrictiva en cardcter, y debe entenderse que
Gnicamente 1la modalidad preferida ha sido mostrada vy

descrita, y que s8se desea que todos los cambios vy

ur
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modificaciones que entren dentro del alcance de la invencién
sean protegidos.

Se hace constar que con relacién a esta fecha, el
mejor método conocide por la solicitante para llevar a la
prictica la citada invencién, es el que resulta claro de la

presente descripcién de la invencién.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica caracterizada porque
comprende un portador farmacéuticamente aceptable y un agente
capaz de inhibir una actividad o expresién de un componente

que no es NOS de una via metabdlica de la arginina.

2. Una composicién de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizada porque comprende el uso en un método que
comprende la administracién de una cantidad terapéuticamente
efectiva de un agente a un mamifero que tiene una enfermedad

alérgica o inflamatoria.

3. El método de conformidad con la reivindicacién 2,
caracterizado porque la enfermedad es una enfermedad

resgpiratoria.

4. El método de conformidad con 1la reivindicacién 3,
caracterizado porque la enfermedad respiratoria es asma,
remodelacién crénica de las vias respiratorias o enfermedad

pulmonar obstructiva crénica. (COPD).

5. El método de conformidad con la reivindicacién 4,

caracterizado porque el agente es capaz de enlazarse al

1Y
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componente o© a un polinucleStido que codifica para el

componente.

6. El método de conformidad con 1la reivindicacién 5,

caracterizado porque el componente es una arginaea.

7. El método de conformidad con 1la reivindicaciébn 5,
caracterizado porque el componente es un transportador de

aminodcido catiénico.

8. El método de conformidad con 1la reivindicacién 5,
caracterizado porque el componente estd corriente abajo de

una arginasa en la via.

9. El1 método de conformidad con la reivindicaci6n 3,
caracterizado porque el agente inhibe 1la expresién del
componente por la interferencia del ARN o un mecanismo

antisentido.

10. El método de conformidad con la reivindicacién 9,
caracterizado porque el agente codifica o comprende un siARN
capaz de inhibir la expresién de ARGl en el tejido por

interferencia del ARN.

125
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11. El1 método de conformidad con la reivindicacién 9,
caracterizado porque el agente codifica o comprende un siARN
capaz de inhibir la expresién de CAT2 en el tejido por

interferencia del ARN.

12, E]l método de conformidad con 1la reivindicacién 3,

caracterizado porque el agente es a-difluorometilornitina.

13. El1 métodce de conformidad con 1la reivindicacién 3,
caracterizado porque el agente es lipina o un polipéptido

catiénico.

14. El método de conformidad con la reivindicacién 2,

caracterizado porque el mamifero es un humano.

15. El método de conformidad con la reivindicacién 14,
caracterizado porque dicho humano tiene asma o COPD, y el
componente es una arginasa © un transportador aminoécido
catibnico, y en donde el agente es capaz de enlazarse al
componente © a un polinucle6tido que codifica para el

"
componente.

16. Un método para identificar un agente para tratar una
enfermedad alérgica o inflamatoria, caracterizado porque

comprende:
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poner en contacto una molécula con un tejido afectado
por asma u otra enfermedad alérgica o inflamatoria, en donde
la molécula es capaz de enlazarse a un componente no NOS de
una via metabblica de la arginina o a un polinucleétido que
codifica para el componente; y

determinar si la molécula es capaz de mejorar o eliminar

un sindrome o fenotipo asociado con el asma © la enfermedad.

17. El método de conformidad con 1la reivindicacién 16,
caracterizado porque la molécula es seleccionada o producida
con base en un disefio de f&rmaco racional basado en la
estructura, o basadoc en la seleccién de una biblioteca de

compuestos.

18. El método de conformidad con la reivindicacién 16,
caracterizado porque el componente es una arginasa o un

transportador de aminodcido catiénico.

19. Un método caracterizado porque comprende:

la deteccién de un perfil de expresién de al menos un
gen en una muestra blolégica de un mamifero; y

la comparacién del perfil de expresitn a un perfil de
expresién de referencia de al menos un gen, para determinar
si el mamifero tiene o est& en rieago de una enfermedad

alérgica o inflamatoria,

ut
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en donde un gen codifica para un componente no NOS de

una via metabflica de la arginina.

20. El1 métode de conformidad con la reivindicaciébn 17,

caracterizado porque la enfermedad es asma.




Frecuencia de ARNm

Figura 1

PBS -OVA rBS IL-13

Tratamiento

B Arginasa Tipo |
B car2

m

229



Figura 2

Frecuencia de ARNm (ppm)

o “-g
88888

Arginasa 1 de Balb/C

a4

230
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