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@ SOLICITUD DE:
Patente de Invencién D Patente de Modelo de Utilidad
X capitulo I. [] capitulo iL.
Nombre: GENENTECH, INC. IDENTIFICACION

@

Direccion: 1 Dna Way, South San

SOLICITANTE Francisco, California 94080, Estados| c.c. [ ] NT [

(71) Unidos de América. cE. L[] otro [ ]

Nacionalidad o Domicilio: San Francisco, o

Estado de California, Estados Unidos de
Ameérica.

Lugar de Constitucién: Estado de Cual
Delaware, Estados Unidos de América. Numero
Teléfono: 3264270 Fax: 6069701
E-mail: jllcco@lloredacamacho.com
@ Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE
- cc. X w~nT [

~ Direcciéon: Calle 72 No. 5-83 Piso 5°| C.E. D Otro |:|
REPRESENTANTE |Bogota, Colombia

O APODERADO
Teléfono: 3264270  Fax: 6069701 Cual

Ndmero 39.690.713 TP 53.215

E-mail: jllcco@lloredacamacho.com

L} . v 7
@ Nombre: ~DOWD,' Patrick; FRANTZ, Gretchen; POLAKIS, Paul; SMITH,
Victoria; SPENCER, Susan; WU, Thomas y ZHANG, Zemin.

INVENTOR(ES)
(72) Direccion: 18 Ord Street, San Francisco, California 94114; 2819 Buchanan
Street, San Francisco, California 94123; 265 West Blithedale Avenue, Mill
Valley, California 94941; 19 Dwight Road, Burlingame, California 94010; 2395
Paradise Drive, Tiburon, California 94920; 41 Nevada Street, San Francisco,
California 94110 y 876 Taurus Drive, Foster City, California 94404.
Nacionalidad o Domicilio: Estados Unidos de América.
@ PCT (86)
Solicitud Internacionat No. PCT/US2006/013501 Fecha: 05/04/06
Publicacion Internacional No._WO 2006/110760 A3 Fecha: 19/10/06
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ANEXOS 'A\\

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Documento de Representacion Legal.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones
Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones)

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicacioness dibujos)

Copia del Reporte Preliminar internacional sobre patentabilidad.

Traduccién del Reporte Preliminar Internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12. Ji"
De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros: Reporte de Bisqueda Internmacional con su traduccidn, Publicacidn con su
traduccidén, Opinidn Escrita con su traduccién y Listado de Secuencias.

FIGURA CARACTERISTICA:

( )

\, J

@ Solicito la concesidn de la patente,
NOMBRE: ALICIA LLOREDA

FIRMA: GA&(CAQ (\\{ {

K C.C.39.690.713 Usaquén T.P.53.215 /
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ANEXO

El  documento que acredita la calidad de
REPRESENTANTES LEGALES en Bogota de los doctores
ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO Yy/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 solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria
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.

;
%A\ (A~ CUQR)’\
ALIETA LLOREDA RICAURTE °
T.P. No. 53.215
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Traduccién Oficial N° 10-31-191

Traduccién Oficial de un documento escrito originalmente en Inglés, el cual para identificacion lleva el
sello de libar A. Espanol Espaiol, Traductor e Intérprete Oficial, segiin Resolucién # 0920, 1996 del
Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

APOSTILLA

(Convencion de la Haya Octubre 1961)

1. Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
2. El presente Documento Publico ha sido firmado por: TERI LEE
3. actuando en calidad de: Notario Phblico, Estado de California

4. lleva el sello y estampilla de TERI LEE, Notario Publico

1y N

1

ey

ef

CERTIFICADO

5. en Sacramento, California

PR
MR S

N

6. el dia tres (3) de Octubre, afio 2005
7. por el Secretario Adjunto de Estado, Estado de California
8. Numero: 258054

9. Sello/Estampilla

R

10. Firma: (llegible)

Secretario de Estado

Inglés Espaiiol Inglés
Resolucién Minjusticia No. 0920 -
Agosto.de 1996



CALIFORNIA RECONOCIMIENTO PARA TODO FIN

Estado de California )

) ss.
Condado de San Mateo )
El dia 13 de Septiembre, afio 2005, ante mi, TERI LEE, Notario Publico, comparecio
personalmente TIMOTHY R. SCHWARTZ, a quien personalmente conozco como la
persona cuyo nombre suscribe el documento, y quien reconocié en mi presencia haber
formalizado el mismo dentro de su investidura, y que mediante su firma en el documento,
la persona o entidad en cuyo nombre actué, formalizé el documento.
En TESTIMONIO firmo y sello
Firma (ilegible)
N. del T: hay un sello: TER! LEE, Comision N° 1514234, Notario Publico, California, Condado de San Mateo.

OPCIONAL

Descripcién del documento adjunto
Titulo o Clase de Documento: Colombia Power
Fecha: 9/13/2005

Numero de paginas: 1
Firma diferente de la mencionada anteriormente: Ninguna

*

Firma (ilegible)

N. del T.: Hay un sello de tinta: Timothy R. Schwartz, Ph. D.- Asesor Seccion de Patentes — Genentech, Inc. ~

Signatario Corporativo Autorizado.

Traductor ¢ Interpetre Oficial

Inglés Espafiol Inglés
Resolucién Minjusticia No. 0920

ILBAR A. ESPANOL ESPAN % /



Traduccién Oficial N° 10-31-192

Traduccién Oficial de un documento escrito originalmente en Inglés, el cual para identificacién lleva el
sello de libar A. Espafol Espaiiol, Traductor e Intérprete Oficial, segtin Resolucién # 0920, 1996 del
Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

APOSTILLA

{Convencion de la Haya Octubre 1961)

1. Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
2. El presente Documento Publico ha sido firmado por: Harriet Smith

Windsor B

o oy

Py Vi .n.;

3. actuando en calidad de: Secretaria de Estado de Deiﬁ@are s

CERTIFICADO

5. en Dover, Delaware

el dia siete (7) de Octubre, afio 2005

8. Numero: 0265282

9. Sello/Estampilla
10.Firma: (llegible)

Secretario de Estado

N. del T.: hay un sello dorado, seco, en relieve: “Secretary’s Office - Deiaware”

e

TLBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traducter ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espuiiol Inglés
Resolucién Minjusticia No. 0920
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DELAWARE

EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE
DELAWARE, POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE “GENENTECH, INC." ESTA
DEBIDAMENTE INCORPORADO BAJO LAS LEYES DEL ESTADO DE
DELAWARE Y GOZA DE BUENA REPUTACION Y TIENE EXISTENCIA
CORPORATIVA LEGAL, TAL COMO LO MUESTRAN LOS REGISTROS DE

ESTE DESPACHO, EN LA FECHA DEL SIETE (7) DE OCTUBRE, ANO 2005.

Y ADEMAS CERTIFICO QUE DICHO “GENENTECH, INC.” FUE INCORPORADO

EL DIA VEINTITRES (23) DE DICIEMBRE DEL ANO 1986.

Y ADEMAS CERTIFICO QUE LOS REPORTES ANUALES HAN SIDO

RADICADOS HASTA LA FECHA.

S eTee: mouton)

+£.COMO NOT A
B GONSTAR QUE
| OE BOGOTA, f“ COM EL ORIGINAL,

Y ADEMAS CERTIFICO QUE LOS IMPUESTOS B

PAGADOS HASTA LA FECHA.

Firma (ilegible)

Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado
AUTENTICACION: 4212779 o . FEQHA‘-’jQQQ?-OS

N. del T... Hay un sello dorado, en relieve: “Secretary’s Office —~ Delaware”

ILBAR A. ESPAROL ESPAROL
Traductor ¢ Inteipetre Oficiai
Inglés Espaiici inglés
Resolucion Minjusticia No. 0920
Aooaste de 1996 }



Traduccion Oficial N° 10-31-193

Traduccién Oficial de un documento escrito originalmente en Inglés, el cual para identificacién
fleva el sello de llbar A. Espaiiol Espaiiol, Traductor e Intérprete Oficial, segtin Resolucién # 0920,
1996 del Ministerio de Justicia, Reptiblica de Colombia. '

APOSTILLA

(Convencion de la Haya Octubre 1961)

1. Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

2. El presente Documento Publico ha sido firmado por: Harriet Smith
Windsor

3. actuando en calidad de: Secretaria de Estado de Delaware

4. lleva el sello y estampilla del Despacho del Secretario de Estado

oy
LY}

CERTIFICADO SRR

5. en Dover, Delaware

6. el dia siete (7) de Octubre, afo 2005

AGO CONSTAR QUE LA
DE COP

8. Numero: 0265283
9. Sello/Estampilla

10.Firma: (llegible)

Secretario de Estado o

e

N. del T.: hay un sello dorado, seco, en relieve:™Secretary’s Office - Delaware”
LY

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor € Interpetre Oficial
Inglés Espafiol Inglés
Resolucién Minjusticia No. 0920

Agoste de 1996 3
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DELAWARE

EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE
DELAWARE, POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE EL DOCUMENTO
ADJUNTO ES UNA COPIA FIEL Y VERDADERA DEL CERTIFICADO
REFORMULADO DE “GENENTECH, INC., REGISTRADO EN ESTE
DESPACHO EL DIA VEINTIDOS DE JULIO DEL ANO 1999, A LAS 9:00 AM.

Firma (ilegible)

Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 4212780 FECHA: 10-07-05

N. del T. Hay un sello dorado, en relieve: “Secretarys Office — Delaware”

Z///

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL




CERTIFICADO DE INCORPORACION
MODIFICADO Y REFORMULADO
DE GENENTIEECH, INC.

Genentech, Inc. (la "Corporacién"), una corporacion orgénizada y
existente bajo y en virtud de la Ley Corporativa General del Estado de
Delaware, por el presente modifica el Certificado de Incorporacion de la
Corporacién, qué fue registrada originalmente el 23 de diciembre, 1986 bajo el

nombre "Genentech Delaware, Inc.", y posteriormente modificado.

El Certificado de Incorporacién de la Corporacién es por el presente
reformulado y adicionalmente modificado, para leerlo en su integridad como
sigue:

ARTICULO 1
El nombre de la Corporacién es: Genentech Inc.

ARTICULO 2

La direccién del domicilio social de la Corporacion en el Estado de Delaware es

Road: iignington,

Corporation Service Company, 1013 C.ef ‘“onmm:l;tgm (el

OTA, HAGO CONSTAR QUE LA &
i Ac:'o NCIDE CON EL ORIGINA

Condado de New Castle, Delaware 19805. EL%8ifihés

istrado

;
b

ARTICULO 3

en tal direccién es Corporation Service Comp

.. o GE - R L.
El objetivo social de la Corporacion es llevar a cabo cualqu¥r acto o actividad

licita para la cual puedan organizarse las corporaciones ?ajo la Ley Corporativa

General del Estado de Delaware como la misma existe o cdmo pueda

modificarse de ahora en adelante ("Ley de Delaware”).

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espafiof Tnglis
Resotucion Minjusticia No. 0920 40
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ARTICULO 4

SECCION 4.01. Capital Accionario. (a) La Corporacidén esta autorizada para
emitir dos clases de acciones a ser denominadas respectivamente, accion
preferencial y |

accién ordinaria. La cantidad total de acciones que la Corporacién esta
autorizada para emitir es de cuatrocientos millones (400.000.000) de acciones.
Cien millones (100.000.000) se denominaran acciones preferenciales, valor
nominal $0.02 por accién ("Acciéon Preferencial”). Trescientos millones
(300.000.000) se denominaran acciones ordinarias, valor nominal $0.02 por
accién ("Accidn Ordinaria") La Accién Ordinaria de la Corporacion, sera toda

de una clase.
(b) El nimero de acciones autorizadas de cualquier clase o clases de acciones

se puede aumentar o disminuir (pero no por debajo del nimero de acciones de

las mismas, entonces circulacién) mediante el voto afirmativo de una mayoria

242(b)(2) de Ley de Delaware.

SECCION 4.02. Accién ordinaria. (a) Emision

Accion Ordinaria de tesoreria o no emitida, puede emitirse para tal
consideracién segin puede fijarse de acuerdo con la ley aplicable

periédicamente por la Junta Directiva.

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espafiol Taglis
Resolucién Minjusticia Nu. 0920
Agosto de 1996




(b) Dividendos. Sujeto a los derechos de los titulares de las Acciones
Preferenciales, los titulares de las Acciones Ordinarias tendran derecho a
recibir, cuando y cémo lo declare la Junta Directiva, de los recursos de la
Corporacién que por ley estan disponibles para éllo, dividendos pagables o en
dinero en efectivo, o en propiedades, o en acciones y los titulares de Acciones
Preferenciales no tendran derecho a participar de tales dividendos (a menos
que la Junta Directiva lo disponga de otra manera mediante una resolucién,
estipulando la emisidn de una serie de Acciones Preferenciales).

SECCION 4.03. Acciones Preferenciales

(a) Series y Limites de Variaciones entre las Series. Cualquier accion de
tesoreria o0 no emitida de Acciones Preferenciales puede emitirse
periddicamente en una 0 mas series para tal consideracién, segin puede
fijarse periddicamente por la Junta Directiva. Antes de la emision de alguna
serie particular de Acciones Preferenciales, se debe registrar»un certificado

ante la Secretaria de Estado de Delaware manifestando la designacion,

derechos, privilegios, restricciones, y condiciones a ser adjuntas a las Acciones

con las disposiciones de este Articulo 4 aplicables a tas las series de
Acciones Preferenciales), incluido, pero no limitado a lo siguiente:
(i) la designacion caracteristica de tal serie y el niumero de acciones que

constituiran la misma, cuya cantidad puede aumentarse (excepto cuando la

Junta Directiva lo disponga de otra manera en la creacipp e AaksesRDIOFSRaOL g /
Traductor ¢ Interpetre Oficial N
Inglés Espaitol Inglés oy,
Reacnlucitn Miniusticia No. 0920 i 42—



disminuirse (pero no por debajo del nimero de acciones de las mismas
entonces circulantes) periddicamente mediante accién similar de la Junta
Directiva.

(i) la tasa anual de dividendos pagables sobre acciones de tal serie, las .
condiciones sobre las cuales tales dividendos seran pagables y la fecha desde
cuando los dividendos seran acumulativos; en tal evento la Junta Directiva
determinara qué dividendos seran acumulativos;

(i) si tal serie tendra derecho a voto, ademas de los derechos de votacion
proporcionados por la ley, y si es asi, las condiciones de_fales derechos a voto;
(iv) si tal serie tendra privilegios de conversion y, en ese caso, los términos y
condiciones de tal conversion, incluido, pero no limitado a, disposiciones para
el ajuste de la tasa de conversion en tales eventos y en tal manera cémo lo
determinara la Junta directiva;

(v) si 0 no, las acciones de tal serie seran redimibles y, en ese caso, los
términos y condiciones de tal redencién, incluso la fecha o fechas en o después

de que ellas sean redimibles, y la cantidad pagable

redencion, cuya cantidad puede variar bajo condicio

"

diferentes de redencién; %

(vi) si tal serie tendra un fondo de amortizacién paragé e 1615 0; GO
e el O E

ganiidad de tal fondo

acciones de esa serie y, en ese caso, las condiciones y
de amortizacion;
(vii) los derechos de las acciones de tal serie en caso de liquidacién voluntaria

o involuntaria, disolucion o liquidacién de la Corporacién, y los derechos de '

prioridad relativos, si los hay, de pago de acciones de esa serie; y Gfex
ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor ¢ Interpesre Oficial
Inglés Espaiiol Inglés

Resolucién Minjusticia No. (0920
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(viii) cualesquiera otros derechos relacionados preferencias y limitaciones de tal

serie.

ARTICULO 5

SECCION 5.01. Modificacién de los Estatutos por los Directores. (a.) En apoyo
y no en limitacién a los poderes conferidos por el estatuto, la Junta Directiva
esta autorizada expresamente para formular, modificar, corregir, derogar, y
rescindir los estatutos de la Corporacién, sujeto a las Secciones 5.01(b) y

5.01(c) del presente.

(b) Las secciones 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.03(b), 3.04, 3.05, 3.14, y 5.06, de los
estatutos sélo pueden ser modificados, corregidos, derogados, o rescindidos
mediante el voto afirmativo de los titulares de capital accionario facultados para

votar sobre ello y que representen mas del 60% de las acciones tituladas para

votacion sobre las mismas.

i

AP b gRoRg oo
gcouﬂ NOTYARIO SEXTO.(E) DBV

i O% BOGOTA, KAGO CONSTAR QUE LA

(c) Las secciones 3.03(c) y 3.15 de {os &8 SOL5A modificarse,
corregirse, derogarse, o rescindirse, m ‘ fha vo:de los titulares
de capital accionario titulados para vo bre elo; y.ql e_\res'enten mas del

S A

90% de las acciones tituladas para votacnon sobre las mism3s.

SECCION 5.02. Modificacién del Certificado de Incorporacion. La seccién 5.01
(b) de este Certificado de Incorporacion sblo puede modificarse, corregirse,
derogarse, o rescindirse, mediante el voto afirmativo de los titulares de capital

accionario facultado para Votar sobre ella, que representen mas del 60% de

8 RGN

JLBAR A. ESPAROL ESPAROL
Traducter ¢ Interpewre Oficial

Agosto de 1966

Inglés Espaiiol Inglés

Resolucion Minjusticia No. 0820
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las acciones tituladas para ser votado sobre ello. La seccién 5.01 (c) y los
Articulos 8 y 9 de este Certificado de Incorporacién sélo pueden modificarse,
corregirse, derogarse, o rescindirse median_te el voto afirmativo de los titulares
de capital accionario facultado para votar sobre ello, que representen mas del
90% de las acciones tituladas para ser votado sobre ello.
ARTICULO 6

SECCION 6.01 - Eleccién de Directores por los Titula_res de Acciones
Preferenciales.

Durante cualquier periodo cuando los titulares de alguna Accion Preferencial o
una o mas series de las mismas, votando como una clase, sean titulados para
elegir un nimero especifico de directores, por razén de dividendos vencidos u
otras disposiciones otorgandoles el derecho para hacerlo, entonces y durante
ese periodo de tiempo mientras contintie el derecho (i) el entonces autorizado
nimero de directores se aumentara por tal nimero especificado de directores,

y los titulares de tales Acciones Preferenciales o tal serie de las mismas,

votando como una clase, se facultaran para glegir

irectores_adicionales
COMO Ni 3

. . . L. '; DE BDGOTA, HAGO CQNSTAR QUE LA : .
revistos, de conformidad con las disposicigri&8 Y TG RLT0n Preferencial o
p

v :

tando I"og titulares
de alguna Accién Preferencial o serie de las mismas son despojados de tales
derechos para elegir un nimero especifico de directores, votando como una
clase, conforme a las disposiciones de tal Accion Preferencial o serie, los
periodos del cargo de todos los directores elegidos por los titulares de

Acciones Preferenciales o serie, votando como una clase conforme a tales

ILBAR A. ESPANOL ESP
Traducter ¢ Interpetre Ofi

\
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disposiciones, o eligieron llenar alguna vacante resultante de la muerte,
dimision o remocion de directores elegidos por los ftitulares de Acciones
Preferenciales o serie, terminard inmediatamente y el nimero autorizado de

directores por consiguiente, se reducira.

SECCION 6.02. Papeletas de votacién. Las elecciones de directores en una
asamblea anual o especial no necesitan ser mediante papeletas escritas, a

menos que los estatutos de la Corporacién lo dispongan de otra manera.

SECCION 6.03. Eliminacién de Cierta obligacién Personal de los Directores. (a)
Un director de la Corporacién no sera responsable ante la Corporacién o ante
sus accionistas por los dafios y perjuicios por contravencion de deberes
fiduciarios monetarios como director, hasta el punto maximo permitido por la
Ley de Delaware.

(b) Cada persona (y los herederos, ejecutores o administradores de tal persona)

quién era o es una parte 0 es amenazada ser hecha una parte a, o esta

Ii oMO nommo smo (E) D

involucrada en alguna amenaza, pendnenter gi; W o acel
ON EL ORIGINA
m :#U! HE TENIDO A LA ViSTA

corporacion, sociedad, empresa conjunta, fideicomiso u otra empresa, sera 3 .

]

indemnizada y sera exonerada de responsabilidad por la Corporacién, hqsta el % g %2
}punto maximo permitido por la Ley de Delaware - El derecho a indemnizacién g gf §§
conferida en esta Seccién 6.03 también incluirad el derecho a ser pagado por la ‘%‘ ‘g § g g

Corporacion por los gastos incurridos en relacién con cualquiera de tales ;g E;g

g -

~
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procedimientos, anticipadamente a la dispdsicién final, hasta el maximo punto
autorizado por la Ley de Delaware. El derecho a indemnizaciéon conferida en
esta Seccion 6.03 sera un derecho contractual.

(c) La Corporacién puede, mediante la accién de su Junta Directiva,
proporcionar la indemnizacién a tales funcionarios, empleados y agentes de la
Corporacion hasta el alcance y hasta tal efecto como lo determine la Junta
Directiva que sea apropiado y autorizado por la Ley de Delaware.

(d) La Corporaciéon tendra la facultad para adquirir y mantener seguros en
nombre de cualquier persona que es o fue director, funcionario, empleado o
agente, de la Corporacion o es o estuvo desempefiando un cargo a peticiéon de
la Corporacién como director, funcionario, empleado o agente, de otra
corporacion, sociedad, empresa conjunta, fiduciaria u otra empresa; contra
cualquier gasto, obligacién o pérdida, incurrida por tal persona en cualquier
capacidad o surgida de su status como tal, la Corporacién tuviera o no la

facultad para indemnizarlo contra tal obligacién bajo la Ley de Delaware.

(e) Los derechos y autoridad conferidos en esta $ cciégi 6.03 no seran
excluyentes de cualquier otro derecho el cual gualguierpg

pudiera tener o adquirir de ahora en adelante

() Ni la modificacidn, correccién, derogacion o,

g

ni la adopcion de cualquier provisién de este Certifit ad e Incorporacion o los

Estatutos de la Corporacién, tampoco, al alcance maximo permitido por la Ley
de Delaware, cualquier modificacién legal, eliminara o reducira el efecto de esta
Seccidn 6.03 con respecto de cualesquier actos u omisiones que ocurran antes

de tal modificacién, correccién, derogacién, rescision, adopcién o modificacién.

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
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ARTICULO 7
SECCION 7.01. Seccién 203 de Ley de Delaware. La Corporacién por el

presente, elige no ser regida por la Seccién 203 de Ley de Delaware.

ARTICULO 8
SECCION 8.01. Relacién con Roche. En anticipacion a que la Corporacion deje
de ser una subsidiaria totalmente propiedad de Roche Holdings, Inc., pero que
Roche (como se defini6 en la Seccién 8.05) siga siendo accionista de la
Corporacion, y en anticipacién a que la Corporaciéon (como se definié en la
seccion 8.05) y Roche puedan involucrarse en similares o en las mismas
actividades o lineas comerciales y tengan interés en las mismas areas de
oportunidades corporativas, y en reconocimiento de (i) los beneficios a ser
derivados por la Corporacién a través de sus continuas relaciones
contractuales, corporativas y comerciales con Roche (incluyendo el servicio de
funcionarios y directores de Roche como directores de la Corporacion) y (ii) las

dificultades inherentes a cualquier director quien desea y se esfuerza

RIO
plenamente para satisfacer tales obligagmﬁm&@xgﬁg&m :

obligaciones y responsabilidades de la Corporacidon y sus funcionarios,
directores y accionistas en conexién con las mismas.
SECCION 8.02. Actividades Comerciales Similares. Excepto que

Roche Holdings, Inc - pueda de otro modo aceptar por escrito.

0920

Spaiel Ingiés
10n Migjusticia No,
Agosto de 1996
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(a) Roche no tendra una obligacion de abstenerse, de comprometerse directa o
indirectamente, en las mismas o similares actividades comerciales o lineas
comerciales como la Corporacién, y
(b) ni Roche ni ningun funcionario o director del mismo seran responsables
ante la Corporacion o ante sus accionistas por la trasgresién de cualquier deber
fiduciario por causa de cualquiera de tales actividad de Roche o de la
participacion en ello de tal persona.
En caso que Roche tenga conocimiento de una transaccion potencial o materia
que pueda ser una oportunidad corporativa para Roche y la Corporacion;
Roche no tendra el deber de comunicar u ofrecer tal oportunidad corporativa a
la Corporacién y no serd responsable ante la Corporacion o ante sus
accionistas por la trasgresion de cualquier deber fiduciario como accionista de
la Corporacion o persona controladora de un accionista por el hecho que
Roche prosiga o adquiera tal oportunidad corporativa para si misma, dirija tal

oportunidad corporativa a otra persona o entidad o no comunlque la

?couo 'NOTARIO SE
i D! [ ,Qén, HAGO conig.

Eat

TAR QUE

informacion referente, o no ofrezca tal oporty wanaslanCorporamon

OYJE HE T 100

SECCION 8.03. Oportunidades Corpor 5, ‘as ¢ queun director,
funcionario o empleado de la Corporamon ﬁ ‘ irector, funcionario
o empleado de Roche, tenga conocimiento de una transaccic’m potencial o
material que pueda ser una 6portunidad corporativa‘ara la Corporacion vy
Roche (si tal transaccion potencial o material es propuesta por un tercero o es
concebida por tal director, funcionario o empleado de la Corporacién), tal

director, funcionario o empleado tendra el privilegio de ofrecer tal oportunidad

corporativa a la Corporacion o a Roche, segun tal director, funcionario o

ANOL
Ciad
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empleado, lo juzgue apropiado bajo las circunstancias y a su entera discrecion:;
y ningun director, funcionario o empleado, serd responsable ante la
Corporacién o ante sus Accionistas por la infraccién de cualquier deber
fiduciario o deber de lealtad o falta de actuar en (0 no opuesto a) los mejores
intereses de la Corporacién o la derivacién de cualquier beneficio personal
impropio por causa del hecho que (i) tal director, funcionario o empleado,
ofrecié tal oportunidad corporativa a Roche (en lugar de la Corporacién) o no
comunicé la informacion referente a tal oportunidad corporativa a la
Corporacion o (ii) Roche prosigue o adquiere tal oportunidad corporativa para si
mismo o dirige tal oportunidad corporativa a otra persona o no comunica la

informacion referente a tal oportunidad corporativa a la Corporacién.

SECCION 8.04. Consentimiento Implicito de los Accionistas. Cualquier persona
o entidad comprando o adquiriendo algun interés en cualquier accién del capital

accionario de la Corporacion sera considerada que ha tenido aviso de y ha

consentido a las disposiciones de este Articulo 8.

i BLO R 0E>?

corporaciones, sociedades, empresas éonjuméé‘ ;s‘éjciacionefis y otras
entidades en las cuales la Corporacion posea beneficiosamente (directa o
indirectamente) cincuenta por ciento 0 mas de las acciones votantes en
circulaciéon, poder de voto o intereses de votacién similares, y (ii) el término
"Roche" significara Roche Holdings, Inc. y todas las corporaciones, sociedades,

empresas conjuntas , asociaciones y otras entidades (diferentes de Ila

Agosto de 1996

Ingiés Espatiol Inglés
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Corporacién, definida de acuerdo con la clausula (i) de esta Seccién 8.05) que
son las "afiliadas" (como se defini6 en la Norma 12b-2 bajo las Leyes de la

Bolsa de Valores (Securities Exchange) de 1934, (segun enmienda) de Roche

Holdings. Inc.

SECCION 8.06. Terminacién: Efecto Vinculante. No obstante algo al contrario
en este Certificado de Incorporacion, las disposiciones anteriores de este
Articulo 8 expirardn en la fecha cuando Roche deje de poseer Acciones
Ordinarias que representen por lo menos el 5% del ndmero de acciones
circulantes de Acciones Ordinarias de la Corporacién y ninguna persona gque
siendo director o funcionario de la Corporacién, sea también director o
funcionario de Roche. Tampoco tal e_xpiracic’m, ni la modificacion, correccion,
cambio o derogacién, de cualquier provisién de este Articulo 8, tampoco la
adopcién de cualquier provision de este Certificado de Incorporacion
Enmendado y Reformulado, inconsistente con cualquier provision de este

este Articulo 8 con respecto de

Ty a2 oyl
MO NOTARIO SEXTO (E) DEL CIRCUL

Articulo 8, eliminara o reducira el efecto d;a

cualquier asunto que ocurra o cualqui

reivindicacion que, pero para este Articulog

LS

de tal expiracién, modificacién, correccién,

SECCION 8.07. Articulo 9. Las disposiciones de este Artigulo 8 son adiciones a

]
IO <
. - - s " N
las disposiciones del Articulo 9. ég g
. BoL2
ARTICULO 9 B g
Q E. Ba~
_ R R
SECCION 9.01. Acuerdos no Invalidados. Ningin contrato, acuerdo, arreglo o & = L;%‘é—" g
Os98% @
. . . .8 € <
transaccién (o cualquier correccion, modificacion o terminacion de ellos) entre << g £ 3
SE B
ﬂ [
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la Corporacién y Roche sera invalido, nulo o anulable, solamente por la razén
que Roche es una de las partes de ellos o solamente porque algunos
directores o funcionarios de la Corporacion quienes estan afiliados con Roche,
estan presentes en o participan en la asamblea de la Junta Directiva o comité
de los mismos, lo cual autoriza el contrato, acuerdo, arreglo, transaccion,
correccién, modificacién o terminacién, o solamente porque su o sus votos se
cuentan para tal propésito; pero tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccion (o
cualquier correccién, modificacién o terminacién de los mismos) se regira por
las disposiciones de estos Estatutos de la Corporacion Modificados y
Reformulados, los Estatutos de la Corporac‘ié»n, la Ley de Delaware y alguna
otra ley aplicable. Para los propdsitos de este Articulo 9, las expresiones la

“Corporacion" y "Roche" tienen los significados manifestados en la Seccion

8.05.

SECCION 9.02. Quérum. Los Directores de la Corporacion que también son
C.

directores o funcionarios de RochErodtBNeH el acoRabilizados en la
H=POTOC g:ﬁ: ::géf‘l‘%%cAﬁrAE ORIGINAL

determinacién de la presencia de un ea de la Junta

Directiva o de un comité que autor trato, acuerdo,

arreglo o transaccioén (o correccion, gm,gcjgggggjﬁhﬂ . farmMsacién del mismo).
Las Acciones Circulantes Ordinarias poseidas por Roche pu€den contabilizarse
para la determinacién de la presencia de un quéru una asamblea de
accionistas que autoriza o aprueba cualquier contrato, acuerdo, arreglo o

transaccion (o correccién, modificacién o terminacion del mismo).

o de 1996
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SECCION 9.03 - Ninguna Responsabilidad Por Actividades de Buena Fe.
Roche ni cualquier funcionario o director sera responsable ante la Corporacién
o ante los accionistas para la infraccion de cualquier deber fiduciario o deber de
lealtad o falta para actuar en (0 no opuesto a) los mejores intereses de la
Corporaciéon o la derivacién de cualquier beneficio personal impropio por el
hecho de que Roche o algun funcionario o director del mismo, emprende
cualquier accidn o ejerce algunos derechos o entrega o retiene de buena fe
cualquier aprobacion en relaciéon con cualquier acuerdo o contrato entre Roche
y la Corporacion. Ningun voto sufragado u otra accion tomada por alguna
persona que es director, funcionario u otro representante de Roche, cuyo voto
es sufragado o tal persona emprende una acciébn en su capacidad como
director de esta Corporacion, constituira una accién de d el ejercicio de un

derecho por 0 un consentimiento de Roche para los efectos de algin acuerdo o

contrato.

SECCION 9.04. Consentimiento Implicito de los Accionistas. Cualquier persona

accionario de la Corporacion sera consideradag

O ? Z BARAGAS
CNQTARIO(E; JAS

dsitos de éste'A'r‘fi'cV:ulo 9,

-

cualquier contrato, acuerdo, arreglo o transaccién con la Corporacién o con

SECCION 9.05 - Contratos Protegidos. Para los prop

cualquier corporacién, sociedad, empresa conjunta, asociaciéon u otra entidad
en la cual la Corporacién posea beneficios (directa o indirectamente) del

cincuenta por ciento o mas de la acciones votantes en circulacion, poder de
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voto o intereses de votacion similares, se juzgara ser un contrato, acuerdo,

arreglo o transaccién con la Corporacion.

SECCION 9.06. Efecto Vinculante. Ni la modificacién, correcciéon, cambio o
derogacién de cualquier provision de este Articulo 9, tampoco la adopcién de
cualquier provisiéon inconsistente con cualquier provisién de este Articulo 9,
eliminara o reducira el efecto de este Articulo 9 con respecto de cualquier
asunto que ocurra o cualquier causa de accion, demanda o reivindicaciéon que,
pero para este Articulo 9, se acumulara o surgiera, antes de tal alteracion,

modificacién, cambio, revocacién o adopcién.

SECCION 9.07. Articulo 8. Las disposiciones de este Articulo 9 son en adicién

alas disposiciones del Articulo 8.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, este Certificado de Incorporacion Modificado y

Reformulado, habiendo sido debidamente adoptado de acuerdo con las

1 T A A
Secciones 242 y 245 de la Ley Cofj ‘
E BOGOTA, HAGO CONSTARRUE L

TOCOPIA COINCIDE CON EC
QUE.HE 'Hlll{DO L(\ TA

agcioistaes

por el consentimiento escrito del ur;;
con la Seccion 228 de la Ley Corpt

sido otorgado este dia veintidos (22,) déAJi!rP "51’999 ‘ 1

e S

GENENTECH, INC.

Por: /s/ Stephen G. Juelsgaard
Nombre: Stephen G. Juelsgaard
Titulo; Vicepresidente Senior.

Asesor General y Secretario. ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espaitol Inglés
Resolucién Minjusticia No. 0920
Agosto de 1996



Traduccién Oficial N° 10-31-194

Traduccion Oficial de un documento escrito originalmente en Inglés, el cual para identificacién lleva el
sello de Illbar A. Espafiol Espafol, Traductor e Intérprete Oficial, segtin Resolucién # 0920, 1996 del
Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

APOSTILLA
(Convencién de la Haya Octubre 1961)

1. Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

%
2. El presente Documento Publico ha sido firmado por: . Harrief“Smith
o, e b -

Windsor

3. actuando en calidad de: Secretaria de Estado de Delg\}\fére "

LS|
v i At
EE

4. lleva el sello y estampilla del Despacho del Secretario de E‘Lé@fédo

T e
L

CERTIFICADO
5. en Dover, Delaware
6. el dia siete (7) de Octubre, afio 2005
7. por el Secretario de Estado, Departamé
8. Numero: 0265284
9. Sello/Estampilla

10. Firma: (lleqible

Secretario de Estado

N. del T.: hay un sello dorado, seco, en relieve: “Secretary’s Office - Delaware”

=
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ILBARA. ESPAROL ESPANOL
Traductor ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espadiol Inglés
Resolucién Mindusticis No. 0920
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DELAWARE

EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE
DELAWARE, POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE EL DOCUMENTO
ADJUNTO ES UNA COPIA FIEL Y VERDADERA DEL CERTIFICADO DE
MODIFICACION DE “GENENTECH, INC.”, REGISTRADO EN ESTE DESPACHO
EL DIA QUINCE (15) DE MAYO DEL ANO 2000, A LAS 5:00 P.M.

Firma (ilegible)

Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 4212781 FECHA: 10-07405'

N. del T. Hay un sello dorado, en relieve: “Secretary's Office, Delaware”

4

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espailol Inglés
Resolucién Minjusticia No. 0920
Agosto de 1996
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ESTADO DE DELAWARE
SECRETARIA DE ESTADO
DIVISION DE CORPORACIONES
ARCHIVADO 05:00 PM 05/15/2000
001245251 — 2112549

CERTIFICADO DE MODIFICACION
DEL CERTIFICADO DE INCORPORACION MODIFICADO Y REFORMULADO
Genentech, Inc. una corporacién organizada y existente bajo y en virtud de la Ley

Corporativa General del Estado de Delaware.

POR LA PRESENTE CERTIFICA:

PRIMERO: Que en una asamblea de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente las resoluciones expres:ahdo una propuésta maodificacién
al Certificado de Incorporacion Modificado y Reformulado de dicha corporacién,
declarando que dicha modificacién era aconsejable y convocando una asamblea
de los accionistas de dicha corporaciéon para la consideracion de ello. La

resoluciéon expresando la propuesta modificacion es la siguiente:

T A R T T posiasb
COMO NOTARIO SEXTO (E) DEL
¥ pe BOGOTA, HAGO CONSTAR QUE LA
HwoToCOPIA COINCIDE CON £L ORIGINA

RESUELTO, que el Certificado de Incorporacion g‘;ﬁodifmgv do de
5 = -

i

esta corporacion se modifique cambiando "Seccién

“4" para que una vez modificada dicha Seccion y dicht

"Seccion 4.01. Capital Accionario. (a) La Corporaion &5ta autorizada para

emitir dos clases de acciones a ser denominada®e: accion preferencial y

accion ordinaria, respectivamente. La cantidad total de acciones que la

Corporacion estd autorizada para emitir es de setecientos millones

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor ¢ Interpewe Oficial
Inglés Espafiol Inglés
Reselucion Minjusticia Ne. 0920
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(700.000.000) de acciones. Cien millones (100.000.000) se denominaran
acciones preferenciales, con un valor nominal de $0.02 por accién ("Accién
Preferencial"). Seiscientos millones (600.000.000) se denominaran acciones
ordinarias, con un valor nominal de $0.02 por accién ("Accién Ordinaria").

La Accion ordinaria de la Corporacion sera toda de una clase.”

SEGUNDO: Que posteriormente, de acuerdo con la resolucion de su Junta
Directiva, la asamblea regular de los accionistas de la corporacion fue
debidamente convocada y notificada de acuerdo con la Seccion 222 de la Ley
Corporativa General del Estado de Delaware, en cuya asamblea el nimero

necesario de acciones requeridas por los estatutos voté a favor de la modificacién.

TERCERO: Que dicha modificacion se adopté6 debidamente de acuerdo con las
disposiciones de la Seccion 242 de la Ley Corporativa General del Estado de
Delaware.

CUARTO: Que el capital de la corporacion no se reducira bajo o por causa de

dicha modificacién.

GENENTECH, INC.

Por: (firma ilegible)

Titulo: Vicepresidente Senior, Asesor General y Secretario.
ILBAR A. ESPAROL ESPANOL
Traductor ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espafiol Inglés
DaenluridAn Miniusticia No. 0920

Nombre: Stephen G. Juelsgaard //g/7
‘ //f/ sl

8



Traduccidn Oficial N° 10-31-195

Traduccién Oficial de un documento escrito originalmente en Inglés, el cual para identificacién lleva el
sello de libar A. Espaiiol Espafiol, Traductor e Intérprete Oficial, segiin Resolucién # 0920, 1996 del
Ministerio de Justicia, Repiblica de Colombia.

APOSTILLA

(Convencion de ta Haya Octubre 1961)

1. Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
2. El presente Documento Publico ha sido firmado por: Harriet Smith

Windsor

3. actuando en calidad de: Secretaria de Estado de Delaware v =
m¥
4. lleva el sello y estampilla del Despacho del Secretario de Esfado -

FRnn D

[l

DE BOGOTA, HAGO CONSTAR QUE Lo
5. en Dover, Delaware FOTOGOPM COINCIDE GON €L ORIGINA

8. Numero: 0265285

9. Sello/Estampilla
10.Firma: (llegible)

Secretario de Estado

N. del T.: hay un sello dorado, seco, en relieve: “Secretary’s Office - Delaware” /é -
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DELAWARE

EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE
DELAWARE, POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE EL DOCUMENTO
ADJUNTO ES UNA COPIA FIEL Y VERDADERA DEL CERTIFICADO
MODIFICADO DE “GENENTECH, INC.", REGISTRADO EN ESTE DESPACHO
EL DIA DIEZ (10) DE MAYO DEL ANO 2001, A LAS 2:05 P.M.

Firma: Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 4212782 FECHA: 10-07-05

. . v
o, . y

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espaiiol Inglés
Resolucién Mirjusticia No. 0920
Agosto de 1996
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ESTADO DE DELAWARE
SECRETARIA DE ESTADO
DIVISION DE CORPORACIONES

ARCHIVADO 02:05 PM 05/10/2001
010226224 - 2112549

CERTIFICADO DE MODIFICACION
DEL CERTIFICADO DE INCORPORACION MODIFICADO Y REFORMULADO
Genentech, Inc. una corporacién organizada y existente bajo y en virtud de la Ley

Corporativa General del Estado de Delaware.

POR LA PRESENTE CERTIFICA:

PRIMERO: Que en una asamblea de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente las resoluciones expresando una propuesta modificacion
al Certificado de Incorporacion Modificado y Reformulado de dicha corporacion,
declarando que dicha modificaciéon era aconsejable y convocando una asamblea
de los accionistas de dicha corporacién para la conéideracién de ello. La

resolucion expresando la propuesta modificacion es la siguiente:

RESUELTO, que el Certificado de Incorporacion Mod|f|cado y Reformulado de

fb E"° "°’¢"'°:‘Ex’f 0'(Efm:.tc:m:w.cﬁ%l
esta corporacion se modifique cambiando "Secciob Mﬁx‘&é ol

“4" para que una vez modificada dicha Seccién

"Seccioén 4.01. Capital Accionario. (a) La Corporaciér\ esta autorizada para
emitir dos clases de acciones a ser denominadas: accién preferencial y

accion ordinaria, respectivamente. La cantidad total de acciones que la /
72

Corporacién estd autorizada para emitir es de mil trescientos millones -
ILBAR A. ESPANOL ESPANOL

Traductor ¢ Interpetre Oficial

Inglés Espailol Inglés
Resolucién Minjusticia No. 0920 fg/l



(1.300.000.000) de acciones. Cien millones (100.000.000) se denominaran
acciones preferenciales, con un valor nominal de $0.02 por accién ("Accién
Preferencial"). Un mil doscientos millones (1.200.000.000) se denominaran
acciones ordinarias, con un valor nominal de $0.02 por accién ("Accion

Ordinaria"). La Accién Ordinaria de la Corporacién sera toda de una clase.”

SEGUNDO: Que posteriormente, de acuerdo con la resolucién de su Junta
Directiva, la asamblea regular de los accionistas de la corporacion fue
debidamente convocada y notificada de acuerdo con la Seccién 222 de la Ley
Corporativa General del Estado de Delaware, en cuya asamblea el numero

necesario de acciones requeridas por los estatutos voté a favor de la modificacion.

TERCERO: Que dicha modificacién se adoptdé debidamente de acuerdo con las
disposiciones de la Seccién 242 de la Ley Corporativa General del Estado de
Delaware.

CUARTO: Que el capital de la corporacién no se reducira bajo o por causa de

dicha modificacion.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicho Genentf ersva;g e este

Certificado de Modificacion sea suscrito po%‘

Funcionaﬁo Autorizado, este dia diez (10) de May.[.f
GENENTECH, INC. ‘

Por: (firma ilegible)

Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titulo: Vicepresidente Senior, Asesor General y Secretario.

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor ¢ Interpetre Oficial

Inglés Espailol Inglés

Resotuoloe Minkasticia No. 0920
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Traduccién Oficial N® 10-31-196

Traduccioén Oficial de un documento escrito originalmente en Inglés, el cual para identificacion leva el
sello de llbar A. Espaiiol Espafiol, Traductor e Intérprete Oficial, segtin Resolucién # 0920, 1996 del
Ministerio de Justicia, Reptblica de Colombia.

APOSTILLA

(Convenci6n de la Haya Octubre 1961)

1. Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

2. El presente Documento Publico ha sido firmado por: Harriet Smith

Windsor
3. actuando en calidad de: Secretaria de Estado de Delaware
4. lleva el sello y estampilla del Despacho del Secretario de Es;iadowj ”;::
g

CERTIFICADO

5. en Dover, Delaware

6. el dia siete (7) de Octubre, afio 2005

OF BOGOTA, HAGG CONSTAR QUE LA
L'Potocabia COINCIOE CON EL ORISINAL
; GUE HE TENIDO

Arey:BDe

7. por el Secretario de Estado, Departament

8. Numero: 0265286

9. Sello/Estampilla
10. Firma: (llegible)

Secretario de Estado

(ENDEZ BARAJAS
TAR P

N. del T.: hay un sello dorado, seco, en relieve: “Secretary’s Office - Delaware”

ILBAR A. ESPANOL ESPI}NOL
Traductor ¢ Intérpewe Oficial
Ingiés Espafiol Ingiés

Resolucién Minjusticia No. 0920
A anata ds. 1996
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DELAWARE

EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE
DELAWARE, POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE EL DOCUMENTO
ADJUNTO ES UNA COPIA FIEL Y VERDADERA DEL CERTIFICADO
MODIFICADO DE “GENENTECH, INC.", REGISTRADO EN ESTE DESPACHO
EL DIA DIEZ Y SEIS (16) DE ABRIL DEL ANO 2004, A LAS 7:39 P.M.

Firma: Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 4212783 FECHA: 10-07-05

JLBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espafiel Inglés
Resahuoion Minjusticia No. 0920

N. del T. Hay un sello dorado, en relieve: “Secretary’s Cffice — Delaware”
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ESTADO DE DELAWARE
SECRETARIA DE ESTADO
DIVISION DE CORPORACIONES
ARCHIVADO 07:39 PM 04/16/2004
040281669 — 2112549

CERTIFICADO DE TERCERA MODIFICACION
DEL CERTIFICADO DE INCORPORACION MODIFICADO Y REFORMULADO

Genentech, Inc. una corporacion organizada y existente bajo y en virtud de la Ley

Corporativa General del Estado de Delaware.

POR LA PRESENTE CERTIFICA:

PRIMERO: Que en una asamblea de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente las resoluciones expresando una propuesta modificacion
al Certificado de Incorporacién Modificado y Reformulado de dicha corporacion,
declarando que dicha modificacién era aconsejable y convocando una asamblea

de los accionistas de dicha corporacién para la consideracion de ello. La

resolucion expresando la propuesta modificacién e§,la~slgm§ e:
%t;uo Nou'“,o
(

! ogdor. ) ot Cirey, oF
i 'Omeom comc ioe gNSTAn QUE L4 i)
V’Q b D EL ORIGINAL &

RESUELTO, que el Certificado de Incorporacid

o de
:
esta corporacién se modifique cambiando "Secci%f ero
R R
‘4" para que una vez modificada dicha Seccién y die Se Iea comy -'Slgue

"Seccién 4.01. Capital Accionario. (a) La Corporacic’m sta autorizada para

emitir dos clases de acciones a ser denominadas: accién preferencial y
accion ordinaria, respectivamente. La cantidad total de acciones que la

Corporacién estd autorizada para emitir es de tres mil cien millones

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor ¢ Interpetre Oficial

Inglés Espatiol Inglés
Reselucién Miniusticia No. 0920




(3.100.000.000) de acciones. Cien millones (100.000.000) se denominaran
acciones preferenciales, con un valor nominal de $0.02 por accién ("Accién
Preferencial”). Tres mil millones (3.000.000.000) se denominaran acciones
ordinarias, con un valor nominal de $0.02 por accién ("Accion Ordinaria").

La Accién Ordinaria de la Corporacion sera toda de una clase.”

SEGUNDO: Que posteriormente, de acuerdo con la resolucién de su Junta
Directiva, la asamblea régular de los accionistas de la corporacion fue
debidamente convocada y notificada de acuerdo con la Seccion 222 de la Ley
Corporativa General del Estado de Delaware, en cuya asamblea el nimero

necesario de acciones requeridas por los estatutos voto a favor de la modificacién.

TERCERO: Que dicha modificaciéon se adopté debidamente de acuerdo con las
disposiciones de la Secciéon 242 de la Ley Ccrporativa General del Estado de
Delaware.

CUARTO: Que el capital de la corporacién no se reducira bajo o por causa de

dicha modificacién.

e -

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicho Genentech, Inc. ha egn, e

Jrfrocorr s HACO Conbpas SiRCULO ]
: Y 108 CON EL ORig1pa,
‘ STA

Certificado de Modificacion sea suscrito por Stephen

Funcionario Autorizado, este dia diez y seis (16) de Abril, afio

GENENTECH, INC.

Por: (firma ilegible)

Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titulo: Vicepresidente Senior, Asesor General y Secretario.
ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traduter ¢ Interpetre Ofcial

laglés Espaiiol Inglés
Raanhicidn Miniusticia No. 0920 2 g
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SECRETARY OF STATE

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Country: United States of America
This public document

has been signed by TERI LEE
acting in the capacity of Notary Public, State of California

bears the seal/stamp of TERI LEE, Notary Public,
State of California

CERTIFIED
At Sacramento, California
the 3rd day of October 2005
by Deputy Secretary of State, State of California
No. 258054

Seal/Stamp:

10. Signature

Secretary of State
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CALIFORNIA ALL-PURPOSE ACKNOWLEDGMENT
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State of California

County of QCW’\ \)\Q\S&D >
On ql\blmg beforemeﬂ—\Q/b/( (.€€ , Mmﬂ %[D\l\(/

7

Date Name aod Titlg of Officer (e.g., “Jane Doe, Nota@ublic")
personally appeared /WVY\D‘}\)\/\,L%J Q . S(\ t/\l 1A ﬂ*\" Z

R
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SeZSE e 7

TRy
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Name(s) of Signer(s) N

78,

f)ersonally known 1o me
{3 proved to me on the basis of satisfactory
evidence

to be the person},s’f whose name(g] istare-
subscribed to the within instrument and
acknowledged to me that hefshefhey executed 0

TERI LEE
Comnission # 1514234

N AR /S AN SN

Notary Public - Calfomia ; the same in hisfhrerftheir- guthonze_d
san Mateo County 7 capacity(iss}; and that by histherfthei— ;ﬁ
. . K<
My Comm. Expires Sep 18, 2008 mgmxtu@aj’ on the mstrument. the persop(sy; or ’@
the entity upon behalf of which the persopisy—"
acted, éXecuted the instrument. ;
-
B
wIT 2
= B
i‘
J
2%
b
OPTIONAL )
Though the information below is not required by law, it may prove valuable to- persons relying on the document and could prevent :;1
fraudulent removal and reattachment of this form to another document. b

7,

S

Description of Attached Document
Title or Type of Document: CD\M\O VO (PQU\)W
Document Date: Q{ 13‘ 9006 Number of

Signer(s) Other Than Named Above: ) WA

ez

>

>

SN

Capacity(ies) Claimed by Signer

Signer's Name:

O Individual

0 Corporate Officer — Title(s):
O Partner — [ Limited ] General
[J Attorney-in-Fact

O Trustee .

O Guardian or Conservator

{3 Other:

Signer Is Representing: 5
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© 1999 National Notary Association = 9350 De Soto Ave., P.O. Box 2402 » Chatsworth, CA 91313-2402 « www.nationalnotary.org Prod. No. 5307 Reorder: Call Toll-Free 1-800-876-6827




FROM : JOSE LLOREDA CQMRCZR'-._ PHONE NO.

Los abajo firmados, '

GENENTECH, INC.
Una sociedad organizada y existente
bajo las leyes del Estiéado de Delaware
) .., Estados Unidos de America.

con domicilio en

1 DNA way
South San Francisco, CA 94080, USA

nombramos por el presente a-ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO yfo. IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domioiliados en Bogotd,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 60., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogotd, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumptimiento al
paragrafo 10. del articulo 543 del decreto 410 de
1971. .

Los doctores ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVO
TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los epoderados que cualquiera.de ellos
designe, quedan especialmente facultados para
representamos ante las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los
trdmites relativos a la propiedad Industrial, a cuyo
efecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos y presentar desistimientos; formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones,
instaurar  cancelaciones, renunciar total o
parciaimente a los registros, abonar todos los
impuestos y cuotas y efectuar todo ofro pago
determinado por [a ley: reclbir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
fas medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros Intereses; y en caso de producirse
oposicidn, pasando los antecedentes a los
tribunales, quedan facultados para tomar
Intervencion como demandantes o demandados ante
los Jueces que sean competentes, pudiendo transar,
someter a érbitros, deslstir, percibir y apelar, con
todas las deméas facultades que resulten necesarias,
y por el presente declaramos desde ahora valido y
bueno cuanto dichos representantes ylo los
apoderados que cualquiera de ellos nombre hicieren
en nuestro beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA ylo ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industriel la
protocolizacién de este’ documento y de cualquier
pader que cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro.

1 68697a3 e

-~ JuL.

(.

14 2005 @5:59PM PS

The undersigned,

Genentech, Inc

A Corporate organized and existing under the

domiciled @t laws od State of Delaware "~

1 DNA Way
South San Francisco, CA 94080, USA

hereby appoint, ALICIA LLOREDA andfor
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA andior ENRIQUE ALVAREZ, of
Bagota, Colombla, with offices in said town, Calle 72
No. 5-83, Sixth Floor, our true and legal
representatives in Bogots, with power o recalve
notifications and to appoint judicial or extrajudicial
agents, so as to comply with paragraph 10. of article
543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA andfor
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointad, are especially empowered fo
represent us before the administrative, judiclal or
police authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to Industrial properly, for which purpose
we authorize them to take befare the said authorities
all the necessary steps for the said end; to file
pefitions, declarations, clalms, recourses and
withdrawals, to draw up specifications; to file
amendiments, to limit the scope of applications, file
oppositions; file cancellations total or partially walve
registrations, to pay all installments and effect all
other payments prescribed by law; to recelve proper
receipts, to comply with all other requirements and, in
short, to take all those measures which they may
deemn fit for the protection of our interests; and in
case of opposition, where the proceedings be passed
over to the courts, we authorize said agents to act on
our behalf, as complainants as well as defendants,
before the competent judges, with full powers to
make arrangements, to submit to arbitrators, to
desist, to collect, to appeal apdyirrshartswith-all.such.
further powers as may be ¢ )

'éﬁj?g 1OIARINBEREIERY DEL crreyy

s o
declare from now on as valians ~;%£€§:@%§MTAR Que LA
representatives and/or the agignts byLmyonew B ORIGINAL
appointed may do for our bengfits i

fit

andfor GUSTAVO TAMS
SANTAMARIA and/or ENRIONE |

for protacolization of this dogu

Given and slgned this

Dadoyfirmado a4 los 13 dias de Sep. 2005//
Timothy R. Schwartz, Ph.D. W%&W

Section Patent Counsel
Genentech, Inc.
Authorized Corporate Signatory
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till
(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

- Mertified

at Dover, Delaware
the seventh day of October, A.D. 2005

by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0265282

€ TENIDO A LA VISTA

Secretary of State




Delaware ...

The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY "GENENTECH, INC." IS DULY
INCORPORATED UNDER THE LAWS OF THE STATE OF DELAWARE AND IS IN
GOOD STANDING AND HAS A LEGAL CORPORATE EXISTENCE SO FAR AS THE
RECORDS OF THIS OFFICE SHOW, AS OF THE SEVENTH DAY OF OCTOBER,
A.D. 2005.

AND I DO HEREBY FURTHER CERTIFY THAT THE SAID "GENENTECH,
INC." WAS INCORPORATED ON THE TWENTY-THIRD DAY OF DECEMBER, A.D.
1986.

AND I DO HEREBY FURTHER CERTIFY THAT THE ANNUAL REPORTS HAVE
BEEN FILED TO DATE.

AND I DO HEREBY FURTHER CERTIFY THAT THE FRANCHISE TAXES

HAVE BEEN PAID TO DATE.

ceu ;\oi‘.\»~ & Fohe:

NOTARIO SEXTO (k) DEL CIRCUL

}! D8 BOGOTA, HAGO CONSTAR QUE L
OTOBOPIL COINCIDR GON EL ORIGIN

... QUGHE TENIDO A LA ViSTA

A NN Y % 2 e i

Harriet Smith Windsor, Secretary of State

AUTHENTICATION: 4212779

2112549 48

050823723 "N DATE: 10-07-05
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(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

Certified

at Dover, Delaware

the seventh day of October, A.D. 2005

No. 0265283

Seal/Stamp:

o

\ZA



Delaware ... .

The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE RESTATED CERTIFICATE OF "GENENTECH, INC.", FILED IN

THIS OFFICE ON THE TWENTY-SECOND DAY OF JULY, A.D. 1999, AT 9
O'CLOCK A M.

T Ty TIRERYIY

rco ) MOTARIO SEXTO (E) DEL CIRCULO
DE IONO0TA/MAGO CONSTAR QUE LA
_EPOTRGOPIA COINCIDE CON EL ORIGINA|
QUE HE TENIDO A LA VISTA

it

Harriet Smith Windsor, Secretary of State

2112549 AUTHENTICATION: 4212780

050823723 DATE: 10-07-05
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AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION -
GENENTECH, INC.

Genentech, Inc. (the “Corporation”), a corporation organized and existing
under and by virtue of the General Corporation Law of the State of Delaware,
.does hereby amend the Certificate of Incorporation of the Corporation, which was
originally filed on December 23, 1986 under the name “Genentech Delaware,
Inc.”, and subsequently amended.

" The Certificate of Incorporation of the Corporation is hereby restated and
further amended to read in its entirety as follows:

ARTICLE 1

The name of the Corporation is: Genentech, Inc.

ARTICLE2

The address of the registered office of the Corporation in the Statc of
Delaware is Corporation Service Company, 1013 Centre Road, City of
Wilmington, County of New Castle, Delaware 19805. The name of its registered
agent at such address is Corporation Service Company.

-

ARTICLE3

The purpose of the Corporation is to engage in any lawfidl act or activity
for which corporations may be organized under the General Corporation Law of

the State of Delaware as the same exists or may hereafter be amends

STATE OF DELAWARE

SECRETARY OF STATE
DIVISION OF CORPORATIONS

FILED 09:00 AM 07/22/1999

991302331 -~ 2112549

g



ARTICLE 4

SECTION 4.01. Capital Stock. (1) The Corporation is authorized to issue
two classes of stock 10 be designated, respectively, preferved stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized to issue is
four hundred million (400,000,000) shares. One hundred million (100,000,000)
shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share (“Preferred
Stock™). Three hundred million (300,000,000) shares shall be designated
common stock, par value $0.02 per share (“Common Stock™) The Common
Stock of the Corporation shall be all of one class.

(®) The number ol authorized shares of any class or classes of stock may
be increased or decreased (but not below the nianber of shares thereof then
outstanding) by the affirmative vote of a majority in voting power of the
outstanding stock of the Corporation entitled ta vote thereon irrespective of the
provisions of Section 242(b)(2) of Delaware Law.

SecrioN 4.02. Common Stock. (a) Issuance and Consideration. Any
unissued or treasury shares of the Common Stock may be issued for such
consideration as may be fixed in accordance with applicable law from time to
tume by the Board of Directors.

(b) Dividends. Subject to the rights of holders of the Preferred Stock,
the holders of the Common Stock shall be entitled o receive, when and as
declared by the Board of Directors, out of the assets of the Corporation which are
by law available therefor, dividends payable either in cash, in property, or in
shares of stock and the holdets of the Preferred Stock shall not be entitled to
participate in any such dividends (unless otherwise provided by the Board of
Directors in any resolution providing for the issue of a series of Preferred Stock).

SBCTION 4.03. Preferred Srock.

(8) Series and Limits of Variations between Series. Any unissued or
treasury shares of the Preforred Stock may be issued from timesto-thmerin-onerorsaeass:
more series for such consideration as may be fixed from tin;%éb I-z= SIoard Que ta
of Directors. Before any shares of Preferred Stock of any pariioalis Beiast o7 5 oromat
issued, a certificate shall be filed with the Secretary of State o iiETitR 32 -
forth the designation, rights, privileges, restrictions, and co ons th
to the Preferred Stock of such series and such other mattcrs@s may
and the Board of Directors shall fix and detexmine, and is héyé

empowered to fix and determine, in the marmer provided byi\g

96



the sharcs of such series (so far as not inconsistent with the provisions of this
Article 4 applicable to all series of Preferred Stock), including, but not Jimited to,
the following: ,

(i) the distinctive designation of such series and the number of
shares which shall constitute such scries, which number may be increased
(except where otherwise provided by the Board of Directors in creating
such series) or decreased (but not below the number of shares thereof then
outstanding) from time to time by like action of the Board of Directors;

(ii) the annual rate of dividends payable on shares of such series,
the conditions upon which such dividends shall be payable and the date
from which dividends shall be cumulative in the event the Board of
Directors determines that dividends shall be cumulative; '

(i) whether such series shall have voting rights, in addition to the
voting rights provided by law and, if so, the terms of such voting rights:

(iv) whether such series shall have conversion privileges and, if
50, the ters and conditions of such conversion, including, but not limited
to, provision for adjustment of the conversion rate upon such events and in
such manner as the Board of Directors shall determine;

(v) whether or not the sharcs of such series shall be redecmable
and, if so, the terms and conditions of such redemption, including the date
or dates upon or after which they shall be redeemable, and the amount per
share payable in case of redemption, which amount may vary under
different conditions and at different rederaption dates;

(vi) whether such series shall have & sinking fund for the
redemption or purchase of shares of that series and, if so, the terms and
amount of such sinking fund;

(wvii) the rights of the shares of such series in the event of
- voluntary or involuntary liquidation, dissolutiop or winding u
Corporation, and the relative rights of priority, if any, of §

of that series; and OTOCOPIA COINCIDE CON EL ORIGINA
__QUE HE TENIDO A LA VISTA




ARTICLE 5

SECTION 5.01. 4mendment of Bylaws by Direciors. () In furtherance and
nol in limitation of the powers canferred by statute, the Board of Directors is
expressly authorized to make, alter, amend, repeal and rescind the bylaws of the
Corporation, subject to Sections 5.01(b) and 5.01(c) hereof.

(b) Sections 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.03(b), 3.04, 3.0, 3.14, and 5.06 of the
bylaws may only be altered, amended, repealed, or rescinded by the affirmative
vote of holders of capital stock entitled to vote thereon representing more than
60% of the shares entitled to be voted thereon.

() Sectlons 3.03(c) and 3.15 of the bylaws may only be altered,
amendcd, repealed, or rescinded by the affirmative vote of holders of capital stock
entitled 1o vote thereon representing more than 90% of the shares entitled to be
voted thereon. ' ' :

SECTION 5.02. Amendment of Certificate of Incorporation. Section
5.01(b) of this Certificate of Incorporation may only be altercd, amended,
repealed, or rescinded by the affirmative vote of holders of capital stock entitled
to votc thereon representing more than 60% of the shares entitled to be voted
thereon. Section 5.01(c) and Articles 8 and 9 of this Certificate of Tncorporation
may only be altered, amended, repealed, or rescinded by the affirmative vote of
holders of capital stock entitled to vote thereon representing more than 90% of the
shares entitled to be voted thereon.

ARTICLE 6

SECTION 6.01. Election of Directors by Holders of Preferred Stock.

_During any period when the holders of any Preferred Stock or any one or more

series thereof, voting as a class, shall be entitled to elect a sp%:‘v EHRNmbEOE & bt cincur

directors, by reason of dividend arrearages or other provisiong g’lﬁ theith

right to do so, then and during such time as such right continues (1) then

otherwise authorized number of directors shall be increased by Sach

number of directors, and the holders of such Preferred Stock ¢

thereof, voting as a class, shall be entitled to elect the additi
* provided for, pursuant to the provisions of such Preferred Sto ‘or 8¢
such additional director shall serve for such term, and have su’}tho HAgHOWE
shall be stated in the provisions pertaining to such Preferred Stock or dekjes: }
(iif) whenever the holders of any such Preferred Stock or seties thereofiars
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divested of such rights to elect a specified numbor of directors, voling as a class,
pursuant to the provisions of such Preferred Stock or scries, the terms of office of
all direcrors elected by the holders of such Preferred Stock or series, voting as a
class pursuant to such provisions or elected to fill any vacancies resulting from the
death, resignation or removal of directors so elected by the holders of such
Preferred Stock or series, shall forthwith terminate and the authorized number of
directors shall be reduced accordingly.

SECTION 6.02. Ballots. Elections of directors at an annual or special
meeting of stockholders need not be by written ballot unless the bylaws of the
Corporation shall provide otherwise.

SECTION 6.03. Elimination of Certain Personal Liability of Directors. (a)
A dircctor of the Corporation shall not be liable to the Corporation or its
stockholders for monctary damages for beeach of fiduciary duty as a director to
the fullest extent permitied by Delaware Law,

(b) Each person (and the heirs, executors or administrators of such
person) who was or is a party or is threatened to be made a party to, or is involved
in any threatened, pending or completed action, suit or proceeding, whether civil,
criminal, administrative or investigative, by reason of the fact that such person is
or was a director of the Corporation or is or was serving at the request of the
Corporation as a director of another corporation, partnership, joint venture, trust
or other enterprise, shall be indemnified and held harmless by the Corporation to
the fullcst extent permitted by Delaware Law. The right to indemnification
conferred in this Section 6.03 shall also include the right to be paid by the
Corporation the expenses incurred in connection with any such proceeding in
advancc of its final disposition to the fullest extept authorized by Delaware Law.
The right 10 indemnification mnfmed in this Section 6.03 shall be a contract
right.

(¢) The Corporation may, by action of its Board of Directors, provide
indemnification to such of the officers, employees and agents of the.Coif

to such extent and to such effect as the Board of Directors shall g8
appropriate and authorized by Delaware Law.

'so (8) DEL CIRGULO
3 CONSTAR QUE tA
o‘rocom: .::omem CON EL ORI®INA

(d) The Corporation shall have power to purchase and
Insurance on behalf of any person who is or was a director, offi
agent of the Corporation, or is or was serving at the request of
a director, officer, employee or agent of another corporation,

1688liric\s bed by
such persun in any such capacity or arising out of his status as such, heth or



not the Corporation would have the power to indemnify him against such liability
under Delaware Law.

(&) Therights and authority confetred in this Section 6.03 shall not be
exclusive of any other right which any person may otherwise have or hereafier -
acquire.

() Neither the alteration, amendment, repeal or recission of this Section
6.03, nor the adoption of any provision of this Certificate of Incorporation or the
bylaws of the Corporation, nor, to the fullest extent permitted by Delaware Law,
any modification of law, shall climinate or reduce the effect of this Section 6.03 in
respect of any acts or omissions occurring prior to such alteration, amendment,
repeal, recission, adoption or modification.

ARTICLE7

SECTION 7.01. Section 203 of Delaware Law. The Corporation hereby
elects not to be govemed by Section 203 of Delaware Law.,

ARTICLE §

SecTioN 8.01. Relationship With Rocke. In anticipation that the
Corporation will cease to be a wholly owned subsidiary of Roche Holdings, Inc.,

. but that Roche (as defined in Section 8.05) will remain a stockholder of the
Corporation, and in anticipation that the Corporation (as defined in Section 8.05)
and Roche may engage in the same or similar activities or lines of business and
have an interest in the same areas of corporate opporunities, and in recognition of
(i) the benefits w0 be derived by the Corporation through its continued
corporate and business relations with Roche (including servieg s5oftice
directors of Roche as directors of the Corporation) and (i) the'critienttle
attendant to any director, who desires and endeavors fully to sitisfy:shii
director’s fiduciary duties, in determining the full scope of such dutte

particular sitnation, the provisions of this Article 8 are set forth

and guide the conduct of certain affairs of the Corporation as ﬂ'}

Roche and its officers and dircctors, and the powers, rights, duti

i
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of the Corporation and its officers, directors and stockholders in connection therewith.

Secrion 8.02. Similar Business Activities. Except as Roche Holdings,
Inc. may otherwise agree in writing, :

() Roche shall not have a duty to refrain from engaging directly or
indirectly in the same or similar business activities or lines of business as the
Corporation, and

(b) mneither Roche nor any officer or director thereof shall be liable to the
Corporation or its stockholders for breach of any fiduciary duty by reason of uny
such activities of Roche or of such person's participation therein.

In the event that Roche acquires knowledge of a potential transaction or
mattcr that may be a corporate opportunity for both Roche and the Corporation,
Roche shall have no duty to communicate or offer such corporate opportunity to
the Corporation and shall not be liable 10 the Corporation or its stockholders for
breach of any fiduciary duty as a stockholder of the Corporation or controlling
person of a stockholder by reason of the fact that Roche pursues or acquires such
corporate opportunity for itself, directs such corporate opportunity to another
person or entity, or does not communicate information regarding, or offer, such
corporate opportunity to the Corporation.

SecTION 8.03. Corporate Opportunilies. In the event that a director,
officer or employee of the Corporation who is also a director, officer or employes
of Roche acquires knowledge of a potential transaction or matter that may be a
corporate opportunity for the Corporation and Roche (whether such potential
transaction or matter is proposed by a third-party or is conceived of by such
director, otticer or employee of the Corporation), such director, officer or
employee shall be entitled to offer such corporate opportunity to the Corporation
or Roche as such director, officer or employee deems appropriate under the
circumstances in his sole discretion, and no such director, officer or employee
shall be liable to the Corporation or its stockholders for breach of any fiduciary
duty or duty of loyalty or failure 10 act in (or not opposed to) the best interests of
the Corporation or the derivation of any improper personal benefit by reason of
the fact that (i) such director, officer or employec offered such corporate |

opportunity to Roche (rather than the Corporation) or did not cSmimtnt o (1) oeL Cinc

information regarding such corporate opportunity to the Coxpofifﬁ%?ﬁgo {
pursues or acquires such corporate opportunity for itself or diréots:such!
opportunity to another person or does not communicate informa

such corporate opportunity to the Corporation, K
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SECTION 8.04. Deemed Consent of Stockholders. Any person or entity
purchasing or otherwise acquiring any interest in any shares of capital stock of the
Corporation shall be deemed to have notice of and to have consented to the
provisions of this Article 8.

SECTION 8.05. Deflnitlons. For purposes of this Article 8 and Article 9
oaly, (i) the term “Corporation” shall mean the Corporation and all corporations,
partnerships, joint ventures, associations and other entitles in which the
Corporation beneficially owns (directly or indirectly) fifty percent or more of the

-outstanding voting stock, voting power or similar voting interests, and (i) the
term “Roche” shall mean Roche Holdings, Iuc. and all corporations, partnerships,
Joint ventures, associations and other entities (other than the Corporation, defined
in accordance with clausc (i) of this Section 8.05) that are “affilintes” (as defined
in Rule 12b-2 under the Securitics Exchange Act of 1934, as amended) of Roche
Holdings, Inc.

SECTION 8.06. Terminatlon: Binding Effect. Notwithstanding anything in
this Certificate of Incorporation to the contraty, the foregoing provisions of this
Article 8 shall expire on the date that Roche ceascs to own beneficially Common
Stock representing at least 5% of the number of outstanding shares of Common
Stock of the Corporation and no person who is a director or officer of the
Corporation is also a director or officer of Roche. Neither such expiration, nor the
alteration, amendment, change or repeal of any provision of this Article 8 nor the
adoption of any provision of this Amended end Restated Certificate of
Incorporation inconsistent with any provision of this Article 8 shall eliminate or
reduce the effect of this Article 8 in respect of any matter occurring, or any cause
of action, suit or claim that, but for this Article 8, would acorue or arise, prior to
such expiration, alteration, amendment, repeal or adoption.

SECTION 8.07. Article 9. The provisions of this Article 8 are in addition to
the provisions of Article 9. 4

ARTICLEY .

SECTION 9.01. Contracts Not Void. No contract, agreemept, a
or fransaction (or any amendment, modification ot termination thers
the Corporation and Roche shall be void or voidable solely for thé: that
Roche is a party thereto, or solely because any directors or offic 5 f':"'

Cotporation who are affiliated with Roche are present at or participate-in 4o, ENDEZ BARAAS
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meeting of the Board of Directors or committee thereof which anthorizes the
contract, agreemeint, arrangement, transaction, amendment, modification or -
lermination or solely beeause his or their votes are counted for such purpose, but
any such contract, agreement, arrangement or transaction (or any amendment,
modification or termination thereof) shall be governed by the provisions of this
Amended and Restated Certificate of Incorporation, the Corporation’s Bylaws,
Delaware Law and other applicable law. For purposes of this Article 9, the terms
the “Corporation™ and “Roche" have the meanings set forth in Section 8.05.

SECTION 9.02. Quorum. Directors of the Corporation who are also
dircctors or officers of Roche may be counted in determining the presence of a
quorum at a meeting of the Board of Directors or of a committee that authorizes
or approves any such contract, agreement, arrangement or transaction (or
amendment, meodification or termination thereof). Outstanding shares of Common -
Stock owned by Roche may be counted in determining the presence of a quorum
at a meeting of stockholders that authorizes or approves any such contract,
agreement, arrangement or transaction (or amendment, modification or
termination thercof).

SECTION 9.03. No Liability For Good Faith Actions. Neither Roche nor
any officer or director thereof shall be liable to the Corporation or its stockholders
for breach of any fiduciary duty or duty of loyalty or failure to act in (or not
oppased (o) the best interests of the Corporation ar the derivation of any improper
personal benefit by reason of the fact that Roche or an officer of divector thereof
in good faith takcs any action or exercises any rights or gives or withholds any
consent in conncction with any agreement or contract between Roche and the
Corporation. No vote cast or other action taken by any person who is an officer,
director or other representative of Roche, which vote is cast or action is taken by
such person In his capacity as a director of this Corporation, shall constitute an
actlon of or the exercise of a right by or a consent of Roche for the purposc of any
such agreement or contract. '

SECTION 9.04. Deemed Consent by Stackholders. Any person or entity
purchasing or otherwise acquiring any interest in any shares of capital stock of the
Corporation shall be deemed to have notice of and to have consented to the

o s . T T R T e
provisions of this Article 9. 2
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SECTION 9.05. Contracts Covered. For purposes of thl%
contract, agreement, arrangement or transaction with the Corpor
corporation, partuership, joint venture, association or other entit
Corporation beneficially owns (directly or indirectly) fifty per&eﬁ : )
outstanding voting stock, voting power or similar voting interelits A _
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SECTION 9.06. Binding Effect. Neither the alteration, amendment, change
ot repeal of any provision of this Article 9 nor the adoption of any provision
inconsistent with any provision of this Article 9 shall eliminate or reduce the
effect of this Article 9 in respect of any matrer occurring, or any cause of action,
suit or claim that, but for this Article 9, would accrue or arise, prior to such
alteration, amendment, change, repeal or adoption.

SECTION 9.07. Article 8. The provisions of this Article 9 are in addition to
the provisions of Article 8.

PABLD MENDEZ BARAJAS
{ NOTA £)
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IN WITNESS WHEREOQF, this Amended and Restated Certificate of
Incorporation, having been duly adopted in ascordance with Sections 242 and 245
of the Gencral Corporation Law of the State of Delaware and by the written
consent of the sole stockholder of the Corporation in accordance with Section 228
of the Gencral Corporation Law of the State of Delaware, has been executed this
22nd day of July, 1999.

GENENTECH, INC.

By: (s/ Stephen G. Juelsgaard
Name: Stephen G. Juclsgaard
Title: Senior Vicc President,
General Counsel and Secretary

11
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(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State
(ertified

at Dover, Delaware
the seventh day of October, A.D. 2005
by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0265284
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Delaware ...

The ‘First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED
IN THIS OFFICE ON THE FIFTEENTH DAY OF MAY, A.D. 2000, AT 5
O'CLOCK P.M.

Harriet Smith Windsor, Secretary of State

AUTHENTICATION: 4212781

2112549

050823723 DATE: 10-07-05
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STATE OF DELAWARE -
SECRETARY OF STATE
DIVISION OF CORPORATIONS
FILED 05:00 PM 05/15/2000
001245251 - 2112549

CERTIFICATE OF AMENDMENT
OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genentech, Inc. a corporation organized and existing under and by virtue of the General
Corporation Law of the Statc of Dclawarc.

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meeting of the Board of Directors of Genentech, Inc. resolutions were duly
adopted setting forth a proposed amendment of the Amended and Restated Certificate of
Incorporation of said corporation, declaring said amendment to be advisable and calling a
meeting of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The resolution setting
forth the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corporation be
amended by changing “Section 4.01(a)” of the Article thereof numbered *“4” so that, as amended,
said Section of said Article shall be and read as follows:

“Section 4.01. Capital Stock. (a) The Corporation is authorized to issue
two classes of stock to be designated, respectively, preferred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized to issue is
seven hundred million (700,000,000) shares. One hundred million (100,000,000)
shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share (“Preferred
Stock™). Six hundred million (600,000,000) shares shall be designated common

stock, par value $0.02 per share (“Common Stock™). The Common Stock of the
Corporation shall be all of one class.”

SECOND: That thereafter, pursuant to resofution of its Board of Directors, the regular meeting
of the stockholders of said corporation was duly called and held upon notice in accordance with
Section 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware at which meeting the
necessary number of shares as required by statute were voted in favor of the amendment.

THIRD: That said amendment was duly adopted in accordance with the provisions of Section

242 of the General Corporation Law of the State of Delaware. =

!’“”0 (E) DEL cm. )
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FOURTH: ‘l'hat the capital of said corporation shall not be reduced under q&
amendment.

&
IN WITNESS WHEREOF, said Genentech, Inc. has causced this Certificate o%
signed by Stephen G. Juelsgaard, an Authorized Oftficer, this 15th day of May?

GENENTECH, INC.

Name: Stephen G. Juelsgaard
Title: Senior Vice President, General Counsel
and Scerctary

15841
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acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

(ertified

at Dover, Delaware
the seventh day of October, A.D. 2005
by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0265285
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Delaware ...

The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED
IN THIS OFFICE ON THE TENTH DAY OF MAY, A.D. 2001, AT 2:05

O'CLOCK P.M.

#LOMO NOTARIO SEXTO (K

¥ Harriet Smith Windsor, Secretary of State

AUTHENTICATION: 4212782

050823723 B DATE: 10-07-05
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BY Sandy Miller
CERTIFICATE OF AMENDMENT )l
OF AMENDED AND RESTATED

CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genentech, Inc. a corporation organized and existing under and by vinue of the General
Corporation Law of the State of Delaware.

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meeting of the Board of Direciors of Genentech, Inc. resolutions were duly
adopted setting forth a proposed amendment of the Amended and Restated Cenificatc of
Incorporaiion of said corporation, declaring said amendment to bk advisable and calling 2
meeting of the stockholders of said corporation for considerarion thereof. The resolution seuing
forth the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corporation be
amended by changing “Section 4.01(a)” of the Article thereof numbered 4" so that, as amended,
sard Section uf suid Article shall be aud read as follows:

“Section 4.01. Capiral Stock. (a) The Corporation is authoriz2d 10 issue
two classes of stock 10 be designated, respecuvely, prefemred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized 1o issue is
one billion three huadred million (1,300,000,000) shares. One hundred million
(100,000,000) shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per
share (“Preferred Stock™). One billion two hundred million (1,200,000,000)
shares shall be designated common stock, par value $0.02 per share (“Common
Stock™). The Common Stock of the Corporarion shall be all of one class.”

SECOND: That thereafter, pursuant to resolution of its Board of Directors, the regular mecting
of the stockholders of said corporation was duly called and held upon notice in accordance with
Section 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware at which mecling the
necessary number of shares as required by statute were voted in favor of the amendment.

{
THIRD: That said amendment was duly adopied in accordance with the prmisions of Sdetion
242 of the General Corporation Law of the State of Delaware.

GENENTECH, INC.

By: m\ﬂv\%(‘”

Name: Stephen G. JmelsgaarE
Tule.  Senior Vice President, General Counsel
and Secretary

34787
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has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

(ertified

at Dover, Delaware
the seventh day of October, A.D. 2005
by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0265286
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Delaware ...

The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED
IN THIS OFFICE ON THE SIXTEENTH DAY OF APRIL, A.D. 2004, AT 7:39

O'CLOCK P._M.
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Harriet Smith Windsor, Secretary of State
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DATE: 10-07-05




State of Delaware
Secretary of State
Division of Corporations
Delivered 07:44 PM 04/16/2004
] FILED 07:39 PM 04/16/2004
CERTIFICATE OF THIRD AMENDMEN'ISRV 040281669 - 2112549 FILE

OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genentech. Inc., a corporation organized and existing under and by virtue of the General
Corporation Law of the State of Delaware,

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meeting of the Board of Directors of Genentech, Inc. resolutions were duly
adopted setting forth a proposed amendment of the Amended and Restated Certificate of
Incorporation of said corporation, declaring said amendment to be advisable and calling a
meeting of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The resolution setting
forth the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corporation be
amended by changing “Section 4.01(a)” of the Article thereof numbered “4” so that, as amended,
said Section of said Article shall be and read as follows;

Section 4.01. Capital Stock. (2) The Corporation is authorized to issve two classes of stock to be
designated, respeetively, preferred stock and common stack. The total number of shares which the
Corporation is authorized to issue is three biltion one hundred million (3,100,000,000) shares. One hundred
million (100,000,000) shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share ("Preferred
Stock™). Three billion (3,000,000,000) shares shall be designated common stock, par value $0.02 per share
("Common Stock™). The common stock of the Corporation shall be all of one class.

SECOND: That thereafter, pursuant to resolution of its Board of Directors, the regular meeting
of the stockholders of said corporation was duly called and held upon notice in accordarice with
Section 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware at which meeting the
necessary number of shares as required by statute were voted in favor of the amendment.

THIRD: That said amendment was duly adopted in accordance with the provisions of Section
242 of the General Corporation Law of the State of Delaware.

FOURTH: That the capital of said corporation shall not be reduced under or by reason of said
amendment.

IN WITNESS WHEREOF, said Genentech, Inc. has caused this 'Il’%lr&’\ erti
to be signed by Stephen G. Juelsgaard, an Authorized Officer, this } @puﬂn, m& b &0 cincu

BToc0PIA COINCIDE CON EL ORIGINAL:
Qv ALA

GENENTECH, INC. §

o JS

Nume: Stephen G. Juggaamt's'y i, W
Title:  Executive Vieg Presi :
and Secretary
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de solicitud: (51) Int CI: C12N 15/52
(22) Fecha de solicitud: 04-10-07 (71)Solicitante(s) GENENTECH, INC.
(30) Pricridad  {31)  No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais |(72) Inventor(es) DOWD, Patrick; FRANTZ, Gretchen;
11/102,501 08-04-05 us POLAKIS, Paul; SMITH, Victoria;
SPENCER, Susan; WU, Thomas y ZHANG,
Zemin.

(74) Apoderado: ~ ALICIA LLOREDA RICAURTE

(85) Fecha limite inicio fase nacional:  08-11-07 (87)  Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 19/10/06
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 05/04/06 N° publicacién: WO 2006/110760 A3

No. de solicitud PCT/US2006/013501

(54) Titulo: “COMPOSICIONES Y METODOS PARA EL DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DEL TUMOR”

Resumen - Reivindicacion{es):
Reivindicacion namero 1:

Acido nucleico aislado que comprende:

(a) una secuencia de nucleotidos que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO:2;

(b) una secuencia de nucleotidos que codifica la secuencia de aminoécidos mostrada como SEQ ID NO:2, careciendo de su
péptido de sefial asociado;

(c) una secuencia de nucletidos que codifica un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2;

(d) la secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1;

(e) la region codificadora de longitud completa de la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID NO:1; o

(

f) el complemento de (a), (b), (c), (d) o (e).
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

Registro de referencia del solicitante o agente PARA FUTURAS ver (Forma PCT/ISA/220)
P5001R1P2 ACCIONES  asi como, donde aplique, el item 5 a continuacién.

Solicitud internacional No. Fecha de registro internacional (dia/mes/aiio) Fecha de Prioridad (Primera) (dia/mes/afio)
PCT/US2006/013501 05/04/2006 08/04/2005

Solicitante

GENENTECH, INC.

Este Reporte de Busqueda Internacional ha sido preparado por esta Autoridad de Biisqueda Internacional y es transmitido al solicitante
Segin el Articulo 18. Una copia ser4 transmitida a la Oficina Internacional.

Este Reporte de Bisqueda Internacional consta de un total de _5__ hojas.

M También estd acompafiado de una copia de cada documento técnico anterior citado en este reporte.

1. Bases del reporte

a. Respecto al lenguaje, la busqueda internacional se llevo a cabo segan:

la solicitud internacional en el lenguaje en el cual se presento.

l:] una traduccién de la solicitud internacional en ------------------ el cual es el lenguaje de la traducciéon
proporcionada para los propésitos de la Bisqueda Internacional (Reglas 12.3 (a) y 23.1(b)).

b. }A Respecto a una secuencia de acido nucledtido y/o amino revelado en la solicitud internacional, ver Casilla No. 1.

2. l:l Ciertas reivindicaciones no pudieron localizarse (Ver Casilla II).

3. EI Falta unidad de invencién (ver Casilla III).

4. Respecto al titulo,

& El texto es aprobado segin lo presenta el solicitante.
I:] Esta Autoridad ha establecido que el texto se lea asi:

5. Respecto al resumen,

& El texto es aprobado segun lo presenta el solicitante.

D Esta Autoridad ha establecido el texto de acuerdo con la Norma 38.2(b), segin aparece en el Recuadro 1IV. El solicitante puede, un
mes después de la fecha de haber enviado por correo este reporte de busqueda internacional, presentar comentarios a esta Autoridad.

6. Respecto a los dibujos,

a. La figura de los dibujos que se publicara con el resumen es la Figura No. 2

M como lo sugiri6 el solicitante.
D como lo sugiri¢ la Autoridad, porque el solicitante no sugirio una figura.

D como lo sugirié la Autoridad, porque esta figura caracteriza mejor a la invencion.

b. l:l Ninguna de las figuras se publicara con €l resumen.

Forma PCT/ISA/210 (primera hoja) {Abril 2005)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/US2006/013501

Casilla No. I. Nucleétido y/o secuencia(s) aminoacida(s) (Continuacién del item 1.b de la primera hoja)

1. Respecto a cualquier nucleétido y/o secuencia aminoécida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invencion reivindicada, esta opinion se ha establecido segtin:

a. tipo de material:

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

b. formato de material:

en formato escrito
X en formato legible por computador

c. tiempo de presentacién/suministro:

[] contenido en la solicitud internacional segun se registr6
[] registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador
proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la biisqueda.

2. [X] Ademas, en el caso en que mds de una version o copia de un listado de secuencia y/ o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacién en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud segiin se present6 o no va mas alla
de la solicitud segun se registr6, segin lo apropiado, fueron suministradas.

3. Comentarios adicionales:

Forma (PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (1)) (Abril de 2005)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

PCT/US2006/013501

A. CLASIFICACION DE MATERIA
INV.. C12N15/52 CI12N15/63 C12N5/10 C12N9/48

Segun la Clasificacion de Patentes Internacional (CPI) o segun la clasificacién nacional y la CPI

B. CAMPOS BUSCADOS

C12N

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacién seguido de simbolos de clasificacion)

buscados

Documentacion buscada fu

era de documentacion minima hasta donde dichos documentos se incluyan en los campos

EPO-Interno, Busqueda de Secuencias, WPI Dato, BIOSIS, EMBASE

Base de datos electrénica consultada durante la busqueda internacional (nombre de la base de datos y, donde sea
préactico, buscar términos usados)

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria °

Citacién de documento, con indicacion, donde sea apropiado, de los textos
relevantes

Relevante a la reivindicacion
No.

DATABASE EMBL [Online]

14 de Noviembre de 2001 (2001-11-14), “mRNA de
dipeptidada 1 (renal) de Homosapiens (clon Cdna MGC:8990
IMAGE: 3846046), cds completos”

XP002406227

Extraido del acceso EBI no.

EMBL: BC017023

Acceso a la base de datos no. BC017023

El documento complete

_/___

1-6

& En el recuadro C se enumeran méas documentos.

patentes.

& En el anexo se enumeran miembros de la familia de

° Categorias especiales de documentos citados: L

‘A’ documento que define el estado general de la técnica el cual no
se considera de relevancia particular

‘E' documento anterior pero publicado en o después de la fecha de D4
presentacion internacional

‘L' documento que puede arrojar dudas sobre reivindicaciones de
prioridad o que se cita para establecer la fecha de publicacién de -y
otra citacién u otra razén especial (segin se especifica)

‘0" documento que se refiere a una revelacién oral, uso, exhibiciéon
u otros medios

'P' documento publicado antes de la fecha de presentacién
internacional pero después de la fecha de prioridad reivindicada

documento posterior publicado después de la fecha de
presentacién internacional o fecha de prioridad y que no esta en
conflicto con la solicitud pero citado para entender el principio o
teoria que sustenta la invencién

documento de relevancia particular; la invencién reivindicada no
puede considerarse nueva o no puede considerarse que
comprende un paso inventivo cuando el documento se toma solo

documento de relevancia particular; la invencién reivindicada no
puede considerarse que comprende un paso inventivo cuando el

documento se combina con uno o mas documentos, siendo

dicha combinacién obvia para una persona experta en la técnica

‘&' documento miembro de la misma familia de patentes

Fecha de la terminacion real de la busqueda internacional

Fecha de envio por correo del reporte de basqueda

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040 Tx 31 651 epo nl,

Fax: (+31-70) 340-3016

internacional
9 de Noviembre de 2006
12/12/2006
Nombre y direccion de correo de ISA Funcionario autorizado

Brenz Verca, Stefano

Forma PCT ISA 210 (segunda hoja) (Abril 2005)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

PCT/US2006/013501

C. (Continuacion) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria °

Citacién de documento, con indicacién, donde sea apropiado, de los
textos relevantes

Relevante a la reivindicaciéon No.

X

P, X

P, X

DATABASE EMBL [Online]

15 de Mayo de 2003 (2003-05-15), “mRNA de dipeptidada 1

(renal) de Homosapiens, cds completos”
XP002406228

Recuperado del acceso EBI no.

EMBL: BT006664

Acceso a la base de datos no. BT006664

El documento completo

DATABASE EMBL [Online]

25 de Noviembre de 2005 (2005-11-25),
“Composiciones y Métodos para el Diagnostico y
Tratamiento de Tumores.”

XP002406229

Recuperado del acceso EBI no.

EM _PAT: DD106754 ‘

Acceso a la base de datos no. DD106754

El documento completo

-& WO 03/000113 A2 (GENENTECH INC [US])
3 de Enero de 2003 (2003-01-03)

pagina 137, lineas 17-19; figura 30; secuencia

30

WO 02/064798 A (BIONOMICS LTD [AUJ;
KREMMIDIOTIS GABRIEL [AU]; BAIS ANTHONY
JOHN [AU];) 22 de Agosto de 2002 (2002-08-22)
Reivindicaciones 1, 35 ; secuencias 8, 9

WO 01/94629 A2 (AVALON PHARMACEUTICALS
[US]) 13 de Diciembre de 2001 (2001-12-13)

pagina 17, lineas 8-11; secuencia 434

DATABASE EMBL [Online]

9 de Julio de 2003 (2003-07-09), “Secuencia 6 de

la Patente WO03043631.”

XP002406413

Recuperado del acceso EBI no.

EM_PAT: AX775590

Acceso a la base de datos no. AX775590

El documento completo

-& WO 03/043631 A2 (HOFFMANN LA ROCHE [CH]
CHUGAI PHARMACEUTICAL CO LTD [JP])

30 de Mayo de 2003 (2003-05-30)

ejemplo 2, 50

WO 2006/010496 A (BAYER HEALTHCARE AG
[DE]; GOLZ STEFAN [DE]; BRUEGGEMEIER ULF
[DE]; GEE) 2 de Febrero de 2006 (2006-02-02)
parrafo [0283]; secuencia 1

US 2005/107595 Al (CAIRNS BELINDA [US] ET
AL) 19 de Mayo de 2005 (2005-05-19)

Parrafos [1098], [1099]; reivindicacion 1;

Figuras 30, 108; secuencias 30, 108

1-6

1-6

1-6

1-6

1-6

1-6
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

Informe sobre miembros de familia de patentes PCT/US2006/013501
Documento de L Miembro(s) de la Fecha de
patente citado en el Fecha de publicacién familia de patentes | publicacién
reporte de busqueda

WO 03000113 A2 03-01-2003 CA 2451239 Al 03-01-2003
’ EP 1409549 A2 21-04-2004
JP 2004537534 T 16~12-2004
KR 20060015699 A 17-02-2006
KR 20060077919 A 05=(7-2006
KR 20060074927 A 03-07-2006
MX  PAQ3011985 A 26-03-2004
WO 02064798 A 22-08-2002 WO 02064775 Al 22-08-2002
Wo 02064780 Al 22-08-2002
US 2004170994 Al 02-09-2004
WO 0194629 A2 13-12-2001 AU 64559&}1 A 17-12-2001
: CA 2411601 Al 13-12-2001
EP 1358349 A2 05-11-2003
. JF 2004509612 T - 02-04-2004
WO 03043631 A2 30-05-2003 AU 29&2352048 Al 10-06-2003
BR 0214386 A 30-11-2004
CA 2468170 Al 30~05-2003
CN 1615131 A 11-05-2005
HU 0500054 A2 28-04-2005
JP 2005514359 T 19-05-2005
KR 20050044570 A 12-05-2005
MX  PAD4004882 A 11-04-2005
US 2003138864 Al 24-07-2003

WO 2006010496 A  02-02-2006  NONE o
| US 2005107595 A1 " 19-05-2005

19-05-2005

US 2005106644 Al

Forma PCT ISA 210 (anexo familia de patentes) (Abril 2005)
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PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER see Form PCT/ISA/220

icable, i .
PS001R1P2 ACTION as well as, where applicable, item 5 below
International application No. international filing date (day/month/year) (Earliest) Priority Date (day/month/year)
PCT/US2006/013501 05/04/2006 08/04/2005
Applicant

GENENTECH, INC.

This international search report has been prepared by this International Searching Authority and is transmitted to the applicant
according to Article 18. A copy is being transmitted to the international Bureau.

This international search report consists of a total of 5 sheets.
) itis also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of the report
a. With regard to the tanguage, the international search was carried out on the basis of:

the international application in the language in which it was filed

D a translation of the international application into , which is the language
of a translation furnished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1(b))

2. D Certain claims were found unsearchable (See Box No. i1}
3. [] unity of invention is lacking (see Box No lii)

4. With regard to the title,
the text is approved as submitted by the applicant
[ ] the text has been established by this Authority to read as follows:

5. With regard to the abstract,
the text is approved as submitted by the applicant

D the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box No. iV. The applicant
may, within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority

6. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No. _2
as suggested by the applicant
D as selected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure
D as selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention
b. D none of the figures is to be published with the abstract

b. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disctosed in the international application, see Box No. [.

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (April 2005)
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INTERNATION=". SEARCH REPORT PCT/US2006/013501
Box No. | Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.b of the first sheet)
1. With regard to any nucileotide and/or amino acid sequence disclosed in the internationat application and necessary to the claimed

invention, the international search was carried out on the basis of:

a. type of material

a sequence listing

D table(s) related to the sequence listing

b. format of material

on paper

c. time of filing/fumishing

in electronic form

[_—__I contained in the intemational application as filed
D filed together with the international application in electronic form

furnished subsequently to this Authority for the purpose 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 filed
or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

3. Additional comments:

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (April 2005}




/US2006/01

3501

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT M. .R

INV. C12N15/52 C12N15/63 C12N9/as

C12N5/10

According to international Patent Classification (IPC) or to both nationat classification and IPC

8. FIELDS SEARCHED

Minimum documeniation searched (classification system followed by classification symbols)

C12N _ ’

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fiekds searched

Etectronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used)

EPO-Internal, Sequence Search, WPI Data, BIOSIS, EMBASE

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevani passages

Relevant to claim No.

X DATABASE EMBL-[Online]
14 November 2001 (2001-11-14), "Homo
sapiens dipeptidase 1 (renal), mRNA (cDNA

1-6

cds."

XP002406227

retrieved from EBI accession no.
EMBL:BC017023

Database accession no. BC017023
the whole document

clone MGC:8990 IMAGE:3846046), complete

Further documents are listed in the continuation of Box C.

See patent family annex.

* Special calegories of cited documents :

*A* document defining the general state of the art which is not
considered 1o be of parlicular relevance

*E* earlier document but published on or after the internationai
filing date

*L* document which may throw doubts on prioity claim(s) or
which is cited 10 establish the pubtication date of another
citation or other special reason (as specified)

*0O* document refering to an oral disclosure, use, exhibition or
olher means

*P* document published prior to the international filing date but
later than the priority dale claimed

*T* iater document published after the intemational filing date
or priority date and not in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underiying the
invention

*X* document of particutar relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone

*Y* document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu—
ments, such combinalion being obvious to a person skilled
in the an.

*&" document member of the same patent family

Date of the actual compietion of the international search

9 November 2006

Date of mailing of the intemational search repor

12/12/2006

Name and mailing address of the ISA/
European Patent Oftice, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Autherized officer

Brenz Verca, Stefano

Form PCTASA/210 (second sheet) (April 2005)




/US2006/013501

C{Continuation).

DOCUMENTS Ct JERED TO BE RELEVANT

Category* | Citalion of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relavant to claim No.

X

P,X

P,X

P,X

DATABASE EMBL [Online]

15 May 2003 (2003-05-15), "Homo sapiens
dipeptidase 1 (renal) mRNA, complete cds."
XP002406228

retrieved from EBI accession no.
EMBL:BT006664

Database accession no. BT006664

the whole document

DATABASE EMBL [Online]

25 November 2005 (2005-11-25),
"Compositions and Methods for the
Diagnosis and Treatment of Tumor.”
XP002406229

retrieved from EBI accession no.
EM_PAT:DD106754

Database accession no. DD106754

the whole document

gg,ua‘ﬂazggﬂlls A2 (GENENTECH INC [UST)
January 2003 (2003-01-03)

page 137, lines 17-19; figure 30; sequence
30

WO 02/064798 A (BIONOMICS LTD [AU];
KREMMIDIOTIS GABRIEL [AU]; BAIS ANTHONY
JOHN [AUT;) 22 August 2002 (2002-08-22)
claims 1,35; sequences 8,9

WO 01/94629 A2 (AVALON PHARMACEUTICALS
[US]) 13 December 2001 (2001-12-13)

page 17, lines 8-11; sequence 434

DATABASE EMBL [Online]

9 July 2003 (2003-07-09), "Sequence 6 from
Patent W003043631."

XP002406413

retrieved from EBI accession no.

EM_PAT :AX775590

Database accession no. AX775590

the whole document

-& WO 03/043631 A2 (HOFFMANN LA ROCHE [CH]
CHUGAI PHARMACEUTICAL CO LTD [JP])

30 May 2003 (2003-05-30)

examples 2,50

WO 2006/010496 A (BAYER HEALTHCARE AG
[DE]; GOLZ STEFAN [DE]; BRUEGGEMEIER ULF
[DE]; GEE) 2 February 2006 (2006-02-02)
paragraph [0283]; sequence 1

US 2005/107595 A1l (CAIRNS BELINDA [US]T ET
AL) 19 May 2005 (2005-05-19)

-paragraphs [1098], ([1099]; claim 1;

figures 30,108; sequences 30,108

1-6

1-6

1-6

1-6

1-6

1-6

Fomn PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (April 2005)




ation on patent family members

#T/US2006/013501

Patent document Publication Patent famit, Publication
cited in search report date member(s) date
WO 03000113 ‘A2 03-01-2003 CA 2451239 Al 03-01-2003
B ‘ EP 1409549 A2 21-04-2004
JP 2004537534 T 16-12-2004
KR 20060015699 A 17-02-2006
KR 20060077919 A 05-07-2006
KR 20060074927 A 03-07-2006
MX  PA03011985 A 26-03-2004
WO 02064798 A 22-08-2002 WO 02064775 Al 22-08-2002
WO 02064780 Al 22-08-2002
US 2004170994 Al 02-09-2004
WO 0194629 A2 13-12-2001 AU 6455901 A 17-12-2001
CA 2411601 Al 13-12-2001
EP 1358349 A2 05-11-2003
JP 2004509612 T 02-04-2004
WO 03043631 A2 30-05-2003 AU 2002352048 Al 10-06-2003
BR 0214386 A 30-11-2004
CA 2468170 Al 30-05-2003
CN 1615131 A 11-05-2005
HU 0500054 A2 28-04-2005
JP 2005514359 T 19-05-2005
KR 20050044570 A 12-05-2005
MX  PA04004882 A 11-04-2005
US 2003138864 Al 24-07-2003
WO 2006010496 A 02-02-2006  NONE
US 2005107595 Al 19-05-2005 US 2005106644 Al 19-05-2005

Fonm PCT/ISA/210 (patent family annex} {Aprit 2005)
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(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA SEGUN EL TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES (PCT)

(19) Organizacién Mundial de Propiedad Intelectual
Oficina Internacional

(43) Fecha de Publicacién
19 de Octubre de 2006 (19.10.2006)

(10) Nimero de Publicacién Internacional

WO 2006/110760 A3

(51) Clasificacion Internacional de Patentes’s,
C12N 15/52 (2006.01) C12N 5/10 (2006.01)
C12N 15/63 (2006.01) C12N 9/48 (2006.01)

(21) Numero de Solicitud Internacional:
PCT/US2006/013501

(22) Fecha de Registro Internacional: 5 de Abril de 2006 (05.04.2006)

(25) Idioma de registro: Inglés
(26) 1dioma de Publicacién: Inglés
(30) Informacion de Prioridad:

11/102,501 8 de Abril de 2005 (08.04.2005) us

(71) Solicitante: (Para todos los Estados designados excepto Estados
Unidos de América): GENENTECH, INC. [US/US]; MS 49, 1 Dna Way,
South San Francisco, California 94080-4990 (US).

(72) Inventores; e

(75) Inventores/Solicitantes:(para Estados Unidos de América s6lamente):
DOWD, Patrick [US/US}; 18 Ord Street, San Francisco, California
94114 (US). FRANTZ, Gretchen [US/US]; 2819 Buchanan Street, San
Francisco, California 94123 (US). POLAKIS, Paul [US/US]; 265 West
Blithedate Avenue, Mill Valley, California 94941 (US). SMITH,
Victoria [AU/US]; 19 Dwight Road, Burlingame, California 94010
(US).SPENCER, Susan [US/US]; 2395 Paradise Drive, Tiburon,
California 94920 (US). WU, Thomas [US/US]; 41 Nevada Street, San
Francisco, California 94110 (US). ZHANG, Zemin [US/US]; 876 Taurus
Drive, Foster City, California 94404 (US).

(74) Agentes: KRESNAK, Mark et al.; ¢c/o Genentech, Inc., MS 49, 1 Dna
Way, South San Francisco, California 94080-4990 (US).

(81) Estados Designados (A menos que se indique lo contrario para cada tipo de
proteccion Nacional disponible): AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG,
BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE,
EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM,
KN, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, LY, MA, MD, MG, MK, MN,
MW, MX, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD,
SE, SG, SK, SL, SM, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN,
YU, ZA, ZM, ZW.

(84) Estados Designados (regionales): (A menos que se indique lo contrario
para cada tipo de proteccion Regional disponible): ARIPO (BW, GH, GM, KE,
LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), Eurasiatica (AM, AZ, BY,
KG, KZ, MD, RU, TJ, TM) Europea (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE,
ES, F1, FR, GB, GR, HU,, IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC, NL, PL, PT, RO, SE, §SI,
SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE,
SN, TD, TG).

Publicado:
- con reporte de busqueda internacional

(88) Fecha de publicacion del reporte de blisqueda Internacional:
8 de Marzo de 2007

Para los cédigos de dos letras y otras abreviaturas, refiérase a
"Las Notas Guias sobre Codigos y Abreviaturas" que aparecen
al comienzo de cada emision regular de la Gaceta PCT.

(54) Titulo: “COMPOSICIONES Y METODOS PARA EL DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DEL TUMOR”

MWSGWWLWPLVAVCTADFFRDEAERIMRDSPVIDGHNDLPWQLLDMFNNRLQDERANLTTLAGTHTNI
PKLRAGFVGGQFWSVYTPCDTQNKDAVRRTLEQMDVVHRMCRMYPETFLYVTSSAGIRQAFREGKVASL
IGVEGGHSIDSSLGVLRALYQLGMRYLTLTHSCNTPWADNWLVDTGDSEPQSQGLSPFGQRVVKELNRLG
VLIDLAHVSVATMKATLQLSRAPVIFSHSSAYSVCASRRNVPDDVLRLVKQTDSLVMVNFYNNYISCTNK
ANLSQVADHLDHIKEVAGARAVGFGGDFDGVPRVPEGLEDVSKYPDLIAELLRRNWTEAEVKGALADNL
LRVFQAVEQASNLTQAPEEEPIPLDQLGGSCRTHYGYSSGASSLHRHWGLLLASLAPLVLCLSLL

Secuencia de sefial.
aminoacidos 1-16

Dominio transmembrana.
aminoacidos 392-410

Sitios de N-glicosilacion.
aminoacidos 57-60, 279-282, 332-335, 358-361

Sitio de fosforilacion de la tirosina quinasa.
aminoacidos 110-118

Sitios de N-miristoilacion.

aminoécidos 63-68, 78-83, 124-129, 139-144, 151-156, 375-380, 395-400

Patr6n de cremallera de leucina.
aminoacidos 390411

Sitio activo de 1a dipeptidasa renal.
aminoacidos 140-162

Homologia de la dipeptidasa renal.
aminoacidos 1-411

(57) Resumen: La presente invencion estd dirigida a composiciones de sustancias utiles para el diagndstico y
tratamiento del tumor en mamiferos, asi como los métodos para usar dichas composiciones de sustancias con el mismo

objetivo.
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OPINION ESCRITA DELA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US2006/013501

Casilla No. I. Bases de la opiniéon

1. Respecto al lenguaje, la busqueda internacional se llevé a cabo segtn:

& la solicitud internacional en el lenguaje en el cual se presento.

D una traduccién de la solicitud internacional en ——-—--s-mmm-memm- el cual es el lenguaje de la
traduccién proporcionada para los propositos de la Bisqueda Internacional (Reglas 12.3 (a) y
23.1(b)).

2. Respecto a cualquier nucleétido y/o secuencia aminoacida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invencion reivindicada, esta opinion se ha establecido segtin:

a. tipo de material:

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

b. formato de material:

en formato escrito
X en formato legible por computador

c. tiempo de presentacién/suministro:

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

3. [X] Ademas, en el caso en que més de una versién o copia de un listado de secuencia y/ o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacion en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud segtin se present6 o no va mds alla
de la solicitud segun se registré, segiin lo apropiado, fueron suministradas.

4. Comentarios adicionales:

Casilla No. II Prioridad

1. X La validez de la reivindicacién de prioridad no se ha considerado porque la Autoridad de basqueda
Internacional no tiene en su posesién una copia de la solicitud anterior cuya prioridad ha sido
reivindicada, 6 cuando se requiera , una traduccion de la solicitud anterior. Sin embargo, esta opinién
se ha establecido en el supuesto que la fecha relevante (Reglas 43bis 1y 64.1) es la fecha de prioridad
reivindicada.

2. [[] Seha 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 invalida (Reglas 43bis.1 y 64.1). Por
consiguiente, para los fines de esta opinion, se considera que la fecha de registro internacional indicada
anteriormente es la fecha

relevante.

3. Observaciones adicionales, si es necesario:

Forma PCT/ISA /237 (Abril 2005)

81



OPINION ESCRITA DE LA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US2006/013501

Casilla No. V. Afirmacion razonada bajo la Regla 66.2(a)(ii) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial;
citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacion

1. Declaracién
Novedad (N) Si:  Reivindicaciones 1-6
No: Reivindicaciones
Nivel Inventivo (IS) Si:  Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1-6
Aplicabilidad Industrial (IA) Si:  Reivindicaciones 1-6
No: Reivindicaciones
2. Citaciones y explicaciones

ver hoja separada

Casilla No. VI Ciertos documentos citados

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

y/o

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

ver forma 210

Forma PCT/ISA /237 (Abril 2005)
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OPINION ESCRITA DE LA

AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
(HOJA SEPARADA) PCT/US2006/013501
Re ltem V

1. Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1: DATABASE EMBL [Online] 14 de Noviembre de 2001 (2001-11-14), “mRNA de dipeptidada 1
(renal) de Homosapiens (clon Cdna MGC:8990 IMAGE: 3846046), cds completos”
XP002406227; Database accesion no. BC017023

D2: DATABASE EMBL [Online] 15 de Mayo de 2003 (2003-05-15), “mRNA de dipeptidada 1
(renal) de Homosapiens, cds completos” XP002406228; Database accesion no. BT006664

D3: WO 02/064798 A (BIONOMICS LTD [AU]; KREMMINDIOTIS GABRIEL [AU]; BAIS ANTHONY
JOHN [AU];) 22 de Agosto de 2002 (2002-08-22)

D4: WO 01/94629 A2 (AVALON PHARMACEUTICALS [US]; 13 de Diciembre de 2001 (2001-12-
13)

D5: DATABASE EMBL [Online] 9 de Julio de 2003 (2003-07-09), “Secuencia 6 de la Patente
WO003043631” XP002406413; Database accesion no. AX775590

Dé6: DATABASE EMBL [Online] 25 de Noviembre de 2005 (2005-11-25), “Composiciones y
Métodos para el Diagnostico y Tratamiento de Tumores” XP002406229; Database accesion

no. DD106754

2, Novedad (Articulo 33(2) PCT) y Paso Inventivo (Articulo 33(3) PCT)

Los documentos de la técnica anterior D1-D5 todos revelan una dipeptidasa microsomal (DPEP1) que tiene
una diferencia aminoacida del polipéptido de la SEQ ID No: 2 de la solicitud (Glu vs. GIn en la posicion 351,
respectivamente), asi como polinucleétidos que codifican dicha enzima y vectores y células huésped que
comprende polinucledtidos (por favor refiérase a los textos correspondientes citados en el Reporte de

Busqueda Internacional).

La SEQ ID No: 1 de la solicitud tiene 100.00% de identidad (100.00% (sin separacion) sobre toda su longitud
con EMBL:DD106754 derivada de la patente JP2004537534T publicada el 16 de diciembre de 2004, que es
un miembro de la familia de la solicitud de patente WO03000113 citada en el Reporte de Busqueda
Internacional. Aunque WO03000113 menciona los acidos nucleicos Tat113 (figura 30, SEQ ID No: 30)
aparentemente correspondientes a los &cidos nucleicos de la presente solicitud y su asociacion con el cancer
de colon, ninguna de dichas figuras, ni un listado de las secuencias esta presente en WO03000113, por lo
tanto este documento es ignorado actuaimente. EMBL:DD106754 fue publicado entre las fechas de prioridad
y de radicacién de la presente solicitud y también es ignorado, puesto que se asume que la reivindicacion de

prioridad es valida.

La materia objeto reivindicada es por lo tanto novedosa sobre D1-D5.

Forma PCT/ISA /237 (Hoja Separada)(Hoja 1) (EPO-Abril 2005)



OPINION ESCRITA DE LA

(HOJA SEPARADA) PCT/US2006/013501

Respecto al paso inventivo, cualquiera entre D1-D5 puede considerarse como la técnica anterior mas

cercana.

Como se menciond, la diferencia entre la técnica anterior y la solicitud es un solo aminoécido en la secuencia

polipéptida de DPEP1 y a primera vista, no hay un efecto técnico adicional con esta diferencia.
Ademas, D4 y la solicitud de patente WO0304631, de la cual EMBL registro AX775590 (D5) se deriva, ya
anticipa que los acidos nucleicos DPEP1 estan sobre-expresados en tejidos cancerosos, mas

particularmente adenocarcinoma de colon (D4: p. 17, lineas 8-11) y tumores colorectales (WO03043631: ver

el ejemplo 2) y por lo tanto revelan su uso como marcadores de cancer.

E! problema que habia que resolver fue por lo tanto la provision de &cidos nucleicos que codifican variantes

de DPEP1 que podrian usarse como marcadores de cancer.

La solucién son secuencias nucleétidas que codifican al polipéptido de la SEQ ID No: 2.

En ausencia de un efecto técnico particular asociado con la variante especifica DPEP1 de SEQ ID No: 2
sobre la técnica anterior, se cree que la materia objeto reivindicada seria derivable por una persona versada
de la técnica anterior existente sin la aplicacion de habilidades inventivas, por lo tanto debe rechazarse el
paso inventivo (Articulo 33(3) PCT).

3. Aplicabilidad industrial

Parece que los requerimientos del Articulo 33(4) PCT ) se han cumplido.

Re Item VI
Ciertos documentos citados

Ciertos documentos publicados

Solicitud No. Fecha de publicacion  Fecha de radicacion Fecha de prioridad
Patente No. (dia/mes/ario) (dia/mes/afio) (reivindicacion vélida)
(dia/mes/afio)

Forma PCT/ISA /237 (Hoja Separada)(Hoja 2) (EPO-Abril 2005)



OPINION ESCRITA DE LA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

(HOJA SEPARADA) PCT/US2006/013501
W02006/010496 2.2.2006 15.7.2005 28.7.2004
US2005/0107595 19.5.2005 10.9.2004

Forma PCT/ISA /237 (Hoja Separada)(Hoja 3) (EPO-Abril 2005)



From the
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

PCT

WRITTEN OPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

(PCT Rule 43bis.1)

see form PCTASAL20

Date of mailing
(day/monthirear) see form PCTASA210 (second sheet)

Applicanl's or agent's file reference FOR FURTHER ACTION

see form PCTASA220 See paragraph 2 below

International application No. International filing date (daysonthyear) Priority date (day/monthyear)
PCTAS2006013501 05.04.2006 08.04.2005

International Patent Classification (IPC) or both national classification and IPC

INV. C12N15/52 C12N1563 C12N5A0 C12N9/48

Applicant
GENENTECH, INC.

1. This opinion contains indications relating to the following items:

& Box No. i Basis of the opinion

Box No. Il *  Priority

[J Box No. lit  Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicabifity
[J Box No. IV Lack of unity of invention _

K Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industriat

applicability; citations and explanations supporting such statement
Box No. VI Certain documents cited
Box No. Vil Certain defects in the international application

DOR

Box No. VIIl  Certain observations on the international application

2. FURTHER ACTION

if a demand for international preliminary examination is made, this opinion wili usually be considered to be a
written opinion of the International Preliminary Examining Authority ("IPEA") except that this does not apply where
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
International Bureau under Rule 66.1bis(b) that written opinions of this International Searching Authority

will not be so considered.

If this opinion is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to
submit to the IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months
from the date of mailing of Form PCTASAR220 or before the expiration of 22 months from the priority date,
whichever expires later. .

For further options, see Form PCTASA220.

3. For further details, see notes to Form PCTASAR220.

Name and mailing address of the ISA: Date of completion of Authorized Officer .
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European Patent Office _;e
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WRITTEN OPINION O 'HE International application No.

INTERNATIONAL SEAKCHING AUTHORITY PCTAS2006013501

Box No.l Basis of the opinion

. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
& the international application in the language in which it was filed

0  a translation of the international application into , which is the language of a transiation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

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

a. type of material:
X  a sequence listing
[} table(s) related to the sequence listing
b. format of material:
B on paper
& in electronic form
c. time of filingfurnishing:
[J  contained in the international application as filed.
O filed together with the international application in électroni_c form.

& furnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

. ® In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andfor table relating thereto

has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnished.

. Additional comments:

Box No. !l Priority

. & The validity of the priority claim has not been considered because the International Searching Authority
does not have in its possession a copy of the earlier application whose priority has been claimed or, where
required, a transiation of that earlier application. This opinion has nevertheless been established on the
assumption that the relevant date (Rules 43bis.1 and 64.1) is the claimed priority date.

. O This opinion has been established as if 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 international
filing date indicated above is considered to be the relevant date.

. Additional observations, if necessary:

Form PCTASA/237 (April 2005)

43



WRITTEN OPINION OF  IE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAUS2006/013501

Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1-6
No: Claims
Inventive step (1S) Yes: Claims

No: Claims 1-6
Industrial applicability (IA) Yes: Claims 1-6

No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet

Box No. Vi Certain documents cited

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

Form PCTASA/237 (April 2005)
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WRITTEN OPINION or THE ‘ International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING ' -
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2006/013501

Re ltem V.

1. Reference is made to the following documents:

D1: DATABASE EMBL [Oniine] 14 November 2001 (2001-11-14), "Homo sapiens dipeptidase 1 (renat),
mRNA (cDNA clone MGC:8990 IMAGE:3846046), complete CDs." XP002406227; Database
accession no. BC017023 ‘

D2 : DATABASE EMBL [Online] 15 May 2003 (2003-05-15), "Homo sapiens dipeptidase 1 (renal) mRNA,
complete CDs.” XP002406228; Database accession no. BT006664

D3: WO 02/064798 A (BIONOMICS LTD [AU}; KREMMIDIOTIS GABRIEL [AU]; BAIS ANTHONY JOHN
[AU;) 22 August 2002 (2002-08-22) '

D4 : WO 01/94629 A2 (AVALON PHARMACEUTICALS [US]) 13 December 2001 (2001-12-13)

D5: DATABASE EMBL [Online] 9 July 2003 (2003-07-09), "Sequence 6 from Patent WO03043631."
XP002406413; Database accession no. AX775590

D6. DATABASE EMBL [Online] 25 November 2005 (2005-11-25), "Compositions and Methods for the
Diagnosis and Treatment of Tumor.” XP002406229; Database accession no. DD106754

2.  Novelty (Article 33(2) PCT) and inventive step (Article 33(3) PCT)

Prior art documents D1-D5 all disclose a microsomal dipeptidase (DPEP1) having one amino
acid difference from the polypeptide of SEQ ID No: 2 of the application (Glu vs. GIn at position
351, respectivéiy), as well as polynucleotides encoding said enzyme and vectors and host
cells comprising said polynucleotides (please refer to the corresponding passages cited in the
International Search Report).

SEQ ID No: 1 of the application has 100.00 % identity (100.00 % ungapped) over its entire
length with EMBL.:DD106754 derived from patent JP2004537534T published on 16 December
2004, which is a family member of the patent application WO03000113 cited in the
International Search Report. Although WO03000113 mentions the Tat113 nucleic acids (figure
30, SEQ ID No: 30) apparently corresponding to the nucleic acids of the present application

and their association with colon cancer, neither such figures, nor a sequence listing are

present in WO03000113, therefore this document is currently disregarded. EMBL:DD106754
was published between the priority and filing dates of the present application and is also
disregarded, as the priority claim is assumed to be valid.

The claimed subject-matter is thus formally novel over D1-D5.

Form PCTASA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)



WRITTEN OPINION ur THE _ « International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING . 2
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2006/013501

With regard to inventive step, anyone of D1-D5 can be considered the closest prior art.

As mentioned, the difference between the prior art and the application is one single amino
acid in the polypeptide sequence of DPEP1 and prima facie, there is no additional technical
effect associated with this difference.

Furthermore, D4 and the patent application WO03043631, from which EMBL entry AX775590
(D5) is derived, already anticipate that DPEP1 nucleic acids are overexpressed in cancerous
tissue, more particularly colon adenocarcinoma (D4: p. 17, lines 8-11) and colorectal tumours
(WO03043631: see example 2) and thus disclose their use as cancer markers.

The problem to be solved was thus the provision of nucleic acids encoding variants of DPEP1
which could be used as cancer markers.

The soiution are nucleotide sequences encoding the polypeptide of SEQ ID No: 2.

In absence of any particular technical effect associated with the specific DPEP1 variant of
SEQ ID No: 2 over the prior an, it is believed that the claimed subject-matter would be
derivable by a skilled person from the existing prior art without application of inventive skills,
therefore inventive step must be denied (Article 33(3) PCT).

3. Industrial applicability

The requirements of Article 33(4) PCT appear to be fulfilled.

Re ltem VI

Certain documents cited

Certain published documents

Application No Publication date Filing date Priority date (valid claim)
Patent No (day/month/year) (day/month/year) (day/month/year)

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)




WRITTEN OPINION Ur THE
INTERNATIONAL SEARCHING

International application No.

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2006/013501
W02006/010496 222006 15.7.2005 28.7.2004
US2005/0107595 19.5.2005 10.9.2004 '
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PATENTE
Expediente de Genentech n®: P5001R1P2

COMPOSICIONES Y METODOS PARA EL DIAGNOSTICO Y
TRATAMIENTO DEL TUMOR

Resumen-Objeto v Finalidad del descubrimiento

La presente invencion esta dirigida a composiciones de sustancias itiles para el diagndstico y
tratamiento del tumor en mamiferos, asi como los métodos para usar dichas composiciones de

sustancias con el mismo objetivo.

9



COMPOSICIONES Y METODOS PARA EL DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DEL
TUMOR

AMBITO DE LA INVENCION

La presente invencion est4 dirigida a composiciones de sustancias ttiles para el diagnéstico y
tratamiento del tumor en mamiferos, asi como los métodos para usar dichas composiciones de

sustancias con el mismo objetivo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los tumores malignos (canceres) son la segunda causa principal de muerte en Estados
Unidos, después de la enfermedad cardiaca (Boring y col., CA Cancel J. Clin. 43:7 (1993)). El
cancer se caracteriza por el aumento de la cantidad de células anormales, o neoplésicas, derivadas de
un tejido normal que proliferan para formar una masa tumoral, la invasién por parte de estas c€lulas
tumorales neoplasicas de los tejidos adyacentes y la produccion de células malignas que finalmente
se distribuyen a través de la sangre o el sistema linfatico hasta llegar a ganglios linfaticos regionales
y sitios distantes mediante un proceso denominado metastasis. En un estado canceroso, una célula
prolifera en condiciones en las que las células normales no crecerian. El cdncer se manifiesta de
diversas maneras y se caracteriza por diferentes grados de capacidad de invasion y agresividad.

En intentos de descubrir objetivos celulares eficaces para el diagnostico y la terapia del
cancer, los investigadores han tratado de identificar polipéptidos transmembrana, o que por otros
motivos estén asociados a la membrana, que se expresen especificamente en la superficie de una o
mas clases particulares de células cancerosas en comparacion con los expresados en una o mas
células normales no cancerosas. A menudo, estos polipéptidos asociados a la membrana se expresan
con mayor abundancia en la superficie de las células cancerosas en comparacion con los expresados
en la superficie de las células no cancerosas. La identificacién de estos polipéptidos antigenos
asociados al tumor que se expresan en la superficie celular ha dado pie a la capacidad de atacar de
forma especifica células cancerosas para destruirlas a través de terapias basadas en anticuerpos. A
este respecto, cabe destacar que la terapia basada en anticuerpos ha resultado muy eficaz en el
tratamiento de ciertos canceres. Por ejemplo, HERCEPTIN® y RITUXAN® (ambos de Genentech
Inc., South San Francisco, California) son anticuerpos que se han utilizado con éxito para el
tratamiento del cancer de mama y el linfoma no Hodgkin, respectivamente. Mas concretamente,
HERCEPTIN® es un anticuerpo monoclonal humanizado derivado de ADN recombinante que se

une selectivamente al dominio extracelular del protooncogén del receptor 2 del factor de crecimiento
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epidérmico humano (HER2). En el 25-30% de los canceres primarios de mama se observa una
sobreexpresion de la proteina del HER2. RITUXAN® es un anticuerpo monoclonal quimérico
humano/murino creado mediante ingenieria genética y dirigido contra el antigeno CD20 que se
encuentra en la superficie de linfocitos B malignos y normales. Estos dos anticuerpos se producen de
forma recombinante en células CHO.

En otros intentos de descubrir objetivos celulares eficaces para el diagnéstico y la terapia del
céancer, los investigadores han tratado de identificar (1) polipéptidos no asociados a la membrana que
produzcan una o mas clases en particular de células cancerosas en comparacion con los producidos
por una o mas clases en particular de células normales no cancerosas, (2) polipéptidos que
produzcan células cancerosas a un nivel de expresion significativamente mayor que el observado en
una o mas células normales no cancerosas, o (3) polipéptidos cuya expresion se limite
especificamente a una tinica clase de tejido (o una cantidad muy limitada de éstas) en estado tanto
canceroso como no canceroso (por ejemplo, tejido prostatico normal y tumoral). Dichos polipéptidos
pueden permanecer ubicados en zona intracelular, o la célula cancerosa puede segregarlos. Ademas,
puede que la célula cancerosa en si no exprese estos polipéptidos sino que lo hagan células que
produzcan y/o segreguen polipéptidos que potencien o mejoren el crecimiento de las células
cancerosas. Estos polipéptidos segregados son a menudo proteinas que ofrecen a las c€lulas
cancerosas una ventaja en términos de crecimiento con respecto a las células normales, e incluyen
elementos como, por ejemplo, factores angiogénicos, de adhesion celular, crecimiento, y similares.
Se esperaria que la identificacién de antagonistas de tales polipéptidos no asociados a la membrana
sirviese como agente terapéutico eficaz para el tratamiento de estas clases de cancer. Ademas, la
identificacién del modelo de expresion de dichos polipéptidos seria 1til para el diagnodstico de
canceres particulares en mamiferos.

A pesar de los adelantos anteriormente identificados en la terapia del cancer en mamiferos,
existe una gran necesidad de disponer de mas agentes de diagndstico y terapéuticos capaces de,
respectivamente, detectar la presencia de un tumor en un mamifero e inhibir con eficacia el
crecimiento de las células neoplésicas. Por consiguiente, un objetivo de la presente invencidn es
identificar: (1) polipéptidos asociados a la membrana celular que se expresen con mayor abundancia
en una o mas clases de células cancerosas en comparacion con los expresados en células normales u
otras clases distintas de células cancerosas, (2) polipéptidos no asociados a la membrana que
produzcan especificamente una o mas clases en particular de células cancerosas (u otras células que
produzcan polipéptidos que potencien el crecimiento de las células cancerosas) en comparacion con

los producidos por una o mas clases en particular de células normales no cancerosas, (3)
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polipéptidos no asociados a lamembrana que produzcan células cancerosas a un nivel de expresion
significativamente mayor que el observado en una o mas células normales no cancerosas, o (4)
polipéptidos cuya expresion se limite especificamente a una tnica clase de tejido (o una cantidad
muy limitada de éstas) en estado tanto canceroso como no canceroso (por ejemplo, tejido prostatico
normal y tumoral), y usar esos polipéptidos, asi como sus acidos nucleicos codificadores, para
producir composiciones de sustancias utiles para el tratamiento terapéutico y la deteccion
diagnéstica del cancer en mamiferos. También es un objetivo de la presente invencién identificar
polipéptidos segregados o intracelulares, asociados a la membrana celular, cuya expresion se limite a
una tinica clase de tejido, o una cantidad muy limitada de éstas, asi como sus 4cidos nucleicos
codificadores, para producir composiciones de sustancias utiles para el tratamiento terapéutico y la

deteccion diagndstica del cancer en mamiferos.

RESUMEN DE LA INVENCION

A. Realizaciones

En la presente especificacion, los candidatos describen por primera vez la identificacion de
varios polipéptidos celulares (y sus 4cidos nucleicos codificadores o fragmentos de los mismos) que
se expresan en mayor grado en la superficie de una o més clases de células cancerosas, o éstas
mismas expresan, en comparacion con los expresados en la superficie de una o mas clases de células
normales no cancerosas, 0 que éstas mismas expresan. De forma alternativa, la expresion de estos
polipéptidos corre a cargo de células que producen y/o segregan polipéptidos que potencian o
mejoran el crecimiento de las células cancerosas. De nuevo, de forma alternativa, las células
tumorales, en comparacién con las células normales de la misma clase de tejido, no pueden
sobreexpresar dichos polipéptidos, pero, en su lugar, éstos pueden verse expresados especificamente
por las células tanto tumorales como normales de s6lo una tnica clase de tejido, o una cantidad muy
limitada de éstas (preferentemente, tejidos que no sean esenciales para la vida, por ejemplo, el
prostatico, etc.). En la presente memoria descriptiva, a todos los polipéptidos indicados
anteriormente se hace referencia como polipéptidos “Objetivo antigénicos asociados al tumor”
(polipéptidos “TAT”, por sus siglas en inglés), y se espera que sirvan como objetivos eficaces para
la terapia y el diagnostico del cancer en mamiferos.

Por consiguiente, en una realizacion de la presente invencion, ésta ofrece una molécula
aislada de acidos nucleicos con una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido objetivo

antigénico asociado al tumor o un fragmento del mismo (un polipéptido “TAT”).
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En ciertos aspectos, la molécula aislada de acidos nucleicos comprende una secuencia de
nucledtidos que tiene al menos un 80% de identidad de la secuencia de acidos nucleicos, y
alternativamente al menos un 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de la secuencia de 4cidos nucleicos, de
(a) una molécula de ADN que codifica un polipéptido TAT de longitud completa que tiene una
secuencia de aminoacidos, tal como se detalla en la presente memoria descriptiva, una secuencia de
aminodacidos de un polipéptido TAT carente del péptido de sefial, tal como se detalla en la presente
memoria descriptiva, un dominio extracelular de un polipéptido TAT transmembrana, con o sin el
péptido de sefial, tal como se detalla en la presente memoria descriptiva, o cualquier otro fragmento
definido especificamente de una secuencia de aminoacidos de un polipéptido TAT de longitud
completa, tal como se detalla en la presente memoria descriptiva, o (b) el complemento de la
molécula de ADN de (a).

En otros aspectos, la molécula aislada de acidos nucleicos comprende una secuencia de
nucledtidos que tiene al menos un 80% de identidad de la secuencia de 4cidos nucleicos, y
alternativamente al menos un 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de la secuencia de 4cidos nucleicos, de
(a) una molécula de ADN que contiene la secuencia codificadora de un ADNc polipéptido TAT de
longitud completa, tal como se detalla en la presente memoria descriptiva, la secuencia codificadora
de un polipéptido TAT carente del péptido de sefial, tal como se detalla en la presente memoria
descriptiva, la secuencia codificadora de un dominio extracelular de un polipéptido TAT
transmembrana, con o sin el péptido de sefial, tal como se detalla en la presente memoria descriptiva,
o la secuencia codificadora de cualquier otro fragmento definido especificamente de la secuencia de
aminoacidos del polipéptido TAT de longitud completa, tal como se detalla en la presente memoria
descriptiva, o (b) el complemento de la molécula de ADN de (a).

En otros aspectos adicionales, la invencion trata con una molécula aislada de éacidos
nucleicos que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 80% de identidad de
la secuencia de acidos nucleicos, y alternativamente al menos un 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de
la secuencia de acidos nucleicos, de (a) una molécula de ADN que codifica el mismo polipéptido
maduro codificado por la regién codificadora de longitud completa de cualquiera de los ADNc de
proteina humana depositados en la ATCC, tal como se detalla en la presente memoria descriptiva, o

(b) el complemento de la molécula de ADN de (a).
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Otro aspecto de la invencion ofrece una molécula aislada de 4cidos nucleicos que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido TAT que se elimina o inactiva en el
dominio transmembrana, o es complementario de dicha secuencia de nucledtidos codificadora, y
cuyo(s) dominio(s) transmembrana se detalla(n) en la presente memoria descriptiva. Por tanto, se
contemplan los dominios extracelulares solubles de los polipéptidos TAT descritos en la presente
memoria descriptiva.

En otros aspectos, la presente invencion se centra en moléculas aisladas de 4cidos nucleicos
que hibridan en (a) una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido TAT que tiene una
secuencia de aminoacidos de longitud completa, tal como se detalla en la presente memoria
descriptiva, una secuencia de aminoacidos de un polipéptido TAT carente del péptido de sefial, tal
como se detalla en la presente memoria descriptiva, un dominio extracelular de un polipéptido TAT
transmembrana, con o sin el péptido de sefial, tal como se detalla en la presente memoria descriptiva,
o cualquier otro fragmento definido especificamente de una secuencia de aminoacidos de un
polipéptido TAT de longitud completa, tal como se detalla en la presente memoria descriptiva, o (b)
el complemento de la secuencia de nﬁcleétidos de (a). En este aspecto, una realizacién de la
presente invencion se centra en fragmentos de la secuencia codificadora de un polipéptido TAT de
longitud completa, o €l complemento del mismo, tal como se detalla en la presente memoria
descriptiva, que se puede utilizar como, por ejemplo, sonda de hibridacién 1til como, por ejemplo,
sonda de diagndstico, cebador de PCR o sonda antisentido de oligonucledtidos, o para codificar
fragmentos de un polipéptido TAT de longitud completa que, opcionalmente, puede codificar un
polipéptido que comprenda un sitio de unién para un anticuerpo anti-polipéptido TAT, un
oligopéptido que se una a un TAT u otra molécula organica pequefia que se una a un polipéptido
TAT. La longitud de estos fragmentos de acidos nucleicos es por lo general de alrededor de 5
nucledtidos, y alternativamente de al menos alrededorde 6,7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14,15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100,
105,110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195, 200,
210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, 390, 400,
410, 420, 430, 440, 450, 460, 470, 480, 490, 500, 510, 520, 530, 540, 550, 560, 570, 580, 590, 600,
610, 620, 630, 640, 650, 660, 670, 680, 690, 700, 710, 720, 730, 740, 750, 760, 770, 780, 790, 800,
810, 820, 830, 840, 850, 860, 870, 880, 890, 900, 910, 920, 930, 940, 950, 960, 970, 980, 990, o
1.000 nucledtidos, donde, en este contexto, el término “alrededor de” significa la longitud de
referencia de la secuencia de nucle6tidos +10%. Ademas, dichos fragmentos de acidos nucleicos

normalmente comprenden nucledtidos consecutivos derivados de la secuencia codificadora de



longitud completa de un polipéptido TAT o el complemento del mismo. Cabe destacar que los
fragmentos nuevos de una secuencia de nucledtidos que codifique un polipéptido TAT, o el
complemento del mismo, pueden determinarse de forma rutinaria alineando dicha secuencia de
nucleétidos que codifica el polipéptido TAT con otras secuencias de nucledtidos conocidas
utilizando cualquiera de una serie de programas bien conocidos de alineacién de secuencias y
determinando qué fragmento(s) de la secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido TAT, o el
complemento del mismo, es(son) nuevo(s). Todos estos fragmentos nuevos de las secuencias de
nucleétidos que codifican polipéptidos TAT, o los complementos de los mismos, se contemplan en
la presente memoria descriptiva. También se contemplan los fragmentos de polipéptidos TAT
codificados por estos fragmentos de moléculas de nucledtidos, preferentemente aquéllos que
comprendan un sitio de unién para un anticuerpo anti-polipéptido TAT, un oligopéptido que se una a
un TAT u otra molécula organica pequefia que se una a un polipéptido TAT.

En otra realizacién, la invencién ofrece polipéptidos TAT aislados codificados por
cualquiera de las secuencias aisladas de acidos nucleicos anteriormente identificadas.

En cierto aspecto, la invencidn trata con un polipéptido TAT aislado que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80% de identidad de 1a secuencia de aminoécidos, y
alternativamente al menos un 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%., 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de la secuencia de aminoacidos, de un
polipéptido TAT que tiene una secuencia de aminoacidos de longitud completa, tal como se detalla
en la presente memoria descriptiva, una secuencia de aminoacidos de un polipéptido TAT carente
del péptido de sefial, tal como se detalla en la presente memoria descriptiva, un dominio extracelular
de una proteina de un polipéptido TAT transmembrana, con o sin el péptido de sefial, tal como se
detalla en la presente memoria descriptiva, una secuencia de aminoacidos codificada por cualquiera
de las secuencias de acidos nucleicos detalladas en la presente memoria descriptiva o cualquier otro
fragmento definido especificamente de una secuencia de amino4cidos de un polipéptido TAT de
longitud completa, tal como se detalla en la presente memoria descriptiva.

En otro aspecto adicional, la invencidn trata con un polipéptido TAT aislado que comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80% de identidad de la secuencia de
aminodcidos, y alternativamente al menos un 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de la secuencia de
aminoacidos, de una secuencia de aminoécidos codificada por cualquiera de los ADNc de proteina

humana depositados en la ATCC tal como se detalla en la presente memoria descriptiva.
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En un aspecto ain mas adicional, la invencién trata con un polipéptido TAT aislado que
comprende una secuencia de aminoacidos y es codificado por una secuencia de nucledtidos que
hibrida con el complemento de una molécula de ADN que codifica (a) un polipéptido TAT que tiene
una secuencia de aminoécidos de longitud completa, tal como se detalla en la presente memoria
descriptiva, (b) una secuencia de aminoacidos de un polipéptido TAT carente del péptido de sefial,
tal como se detalla en la presente memoria descriptiva, (c) un dominio extracelular de una proteina
de un polipéptido TAT transmembrana, con o sin el péptido de sefial, tal como se detalla en la
presente memoria descriptiva, (d) una secuencia de aminoacidos codificada por cualquiera de las
secuencias de acidos nucleicos, tal como se detalla en la presente memoria descriptiva o (¢)
cualquier otro fragmento especificamente definido de una secuencia de aminoacidos de un
polipéptido TAT de longitud completa, tal como se detalla en la presente memoria descriptiva.

En un aspecto especifico, la invencion ofrece un polipéptido TAT aislado sin la secuencia de
sefial del terminal N y/o sin la metionina iniciadora, que esta codificado por una secuencia de
nucledtidos que codifica tal secuencia de aminoacidos, tal como se ha descrito anteriormente en la
presente memoria descriptiva. Los procesos para producir dicho polipéptido también se describen en
la presente memoria descriptiva. Estos procesos comprenden el cultivo de una célula huésped con un
vector que contiene la molécula de icidos nucleicos codificadora apropiada bajo las condiciones
adecuadas para la expresion del polipéptido TAT y su recuperacion del cultivo celular.

Otro aspecto de la invencién proporciona un polipéptido TAT aislado que se elimina o
inactiva en el dominio transmembrana. Los procesos para producir dicho polipéptido también se
describen en la presente memoria descriptiva. Estos procesos comprenden el cultivo de una célula
huésped con un vector que contiene la molécula de acidos nucleicos codificadora apropiada bajo las
condiciones adecuadas para la expresion del polipéptido TAT y su recuperacion del cultivo celular.

En otras realizaciones de la presente invencion, ésta ofrece vectores que contienen ADN que
codifica cualquiera de los polipéptidos descritos en la presente memoria descriptiva. También se
proporcionan las células huésped que comprenden cualquiera de estos vectores. A modo de ejemplo,
las células huésped pueden ser de CHO, E. coli o levadura. También se proporciona un proceso para
producir cualquiera de los polipéptidos descritos en la presente memoria descriptiva que comprende
el cultivo de células huésped bajo las condiciones adecuadas para la expresioén del polipéptido
deseado y su recuperacion del cultivo celular.

En otras realizaciones, la invencién proporciona polipéptidos quiméricos aislados que
contienen cualquiera de los polipéptidos TAT descritos en la presente memoria descriptiva

fusionado con un polipéptido heterélogo (no TAT). Un ejemplo de dichas moléculas quiméricas
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comprende cualquiera de los polipéptidos TAT descritos en la presente memoria descriptiva
fusionado con un polipéptido heterélogo como, por ejemplo, una secuencia de sefiales de epitopos o
una region Fe de una inmunoglobulina.

En otrarealizacién, la invencién ofrece un anticuerpo que se une, preferentemente de forma
especifica, a cualquiera de los polipéptidos descritos anteriormente o mas adelante. Opcionalmente,
el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, un fragmento de anticuerpo, un anticuerpo quimeérico, un
anticuerpo humanizado, un anticuerpo de cadena tinica o un anticuerpo que inhiba competitivamente
la unién de un anticuerpo anti-polipéptido TAT a su correspondiente epitopo antigénico. Los
anticuerpos de la presente invencion pueden conjugarse opcionalmente con un agente inhibidor del
crecimiento o un agente citotoxico como una toxina, incluyendo, por ejemplo, un maitansinoide o
una caliqueamicina, un antibidtico, un is6topo radioactivo, una enzima nucleolitica o similares. Los
anticuerpos de la presente invencion pueden producirse opcionalmente en células CHO o bacterianas
y, preferentemente, inhiben el crecimiento o la proliferacion, o bien inducen la muerte, de una célula
ala que se unen. Con fines de diagnostico, los anticuerpos de la presente invencién pueden marcarse
de forma detectable, unirse a un soporte sélido, etc.

En otras realizaciones de la presente invencion, ésta ofrece vectores que contienen ADN que
codifica cualquiera de los anticuerpos descritos en la presente memoria descriptiva. También se
proporciona la célula huésped que comprende cualquiera de estos vectores. A modo de ejemplo, las
células huésped pueden ser de CHO, E. coli o levadura. También se proporciona un proceso para
producir cualquiera de los anticuerpos descritos en la presente memoria descriptiva que comprende
el cultivo de células huésped bajo las condiciones adecuadas para la expresion del anticuerpo
deseado y su recuperacion del cultivo celular.

En otra realizacion, la invencién ofrece oligopéptidos (“oligopéptidos que se unen a un
TAT”) que se unen, preferentemente de forma especifica, a cualquiera de los polipéptidos TAT
descritos anteriormente o mas adelante. Los oligopéptidos que se unen a un TAT de la presente
invencién pueden conjugarse opcionalmente con un agente inhibidor del crecimiento o un agente
citotéxico como una toxina, incluyendo, por ejemplo, un maitansinoide o una caliqueamicina, un
antibidtico, un isétopo radioactivo, una enzima nucleolitica o similares. Los oligopéptidos que se
unen a un TAT de la presente invencién pueden producirse opcionalmente en células CHO o
bacterianas y, preferentemente, inhiben el crecimiento o la proliferacién, o bien inducen la muerte,
de una célula a la que se unen. Con fines de diagndstico, los oligopéptidos que se unen aun TAT de

la presente invencion pueden marcarse de forma detectable, unirse a un soporte sdlido, etc.
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En otras realizaciones de la presente invencidn, ésta ofrece vectores que contienen ADN que
codifica cualquiera de los oligopéptidos que se unen a un TAT descritos en la presente memoria
descriptiva. También se proporciona la célula huésped que comprende cualquiera de estos vectores.
A modo de ejemplo, las células huésped pueden ser de CHO, E. coli o levadura. También se
proporciona un proceso para producir cualquiera de los oligopéptidos que se unen a un TAT
descritos en la presente memoria descriptiva que comprende el cultivo de células huésped bajo las
condiciones adecuadas para la expresion del oligopéptido deseado y su recuperacion del cultivo
celular.

En otra realizacion, la invencion ofrece moléculas organicas pequefias (“molééulas organicas
que se unen a un TAT”) que se unen, preferentemente de forma especifica, a cualquiera de los
polipéptidos TAT descritos anteriormente o mas adelante. Las moléculas organicas que se unen a un
TAT de la presente invencién pueden conjugarse opcionalmente con un agente inhibidor del
crecimiento o un agente citotxico como una toxina, incluyendo, por ejemplo, un maitansinoide o
una caliqueamicina, un antibiotico, un isétopo radioactivo, una enzima nucleolitica o similares. Las
moléculas orgénicas que se unen a un TAT de la presente invencion preferentemente inhiben el
crecimiento o la proliferacion, o bien inducen la muerte, de una célula a la que se unen. Con fines
de diagnostico, las moléculas organicas que se unen a un TAT de la presente invencion pueden
marcarse de forma detectable, unirse a un soporte sélido, etc.

En una realizacidn atin mas adicional, la invencion trata con una composicion de sustancias
que contiene un polipéptido TAT, tal como se describe en la presente memoria descriptiva, un
polipéptido TAT quimérico, tal como se describe en la presente memoria descriptiva, un anticuerpo
anti-TAT, tal como se describe en la presente memoria descriptiva, un oligopéptido que se une a un
TAT, tal como se describe en la presente memoria descriptiva, o una molécula organica que se une a
un TAT, tal como se describe en la presente memoria descriptiva, en combinacién con un vehiculo.
Opcionalmente, el vehiculo es un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacion, la invencion trata con un articulo fabricado formado por un envase
contenedor lleno de una composicion de sustancias que puede contener un polipéptido TAT, tal
como se describe en la presente memoria descriptiva, un polipéptido TAT quimérico, tal como se
describe en la presente memoria descriptiva, un anticuerpo anti-TAT, tal como se describe en la
presente memoria descriptiva, un oligopéptido que se une a un TAT, tal como se describe en la
presente memoria descriptiva, o una molécula organica que se une a un TAT, tal como se describe

en la presente memoria descriptiva. El articulo también puede contener opcionalmente una etiqueta
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adjunta al envase contenedor, o un prospecto incluido en éste, que haga referencia al uso de la
composicion de sustancias para el tratamiento terapéutico o la deteccién diagnostica de un tumor.

Otra realizacion de la presente invencion se centra en el uso de un polipéptido TAT, tal como
se describe en la presente memoria descriptiva, un polipéptido TAT quimérico, tal como se describe
en la presente memoria descriptiva, un anticuerpo anti-polipéptidos TAT, tal como se describe en la
presente memoria descriptiva, un oligopéptido que se une a un TAT, tal como se describe en la
presente memoria descriptiva, o una molécula organica que se une a un TAT, tal como se describe
en la presente memoria descriptiva, para preparar un medicamento 1til en €l tratamiento de una
afeccion susceptible al polipéptido TAT, el polipéptido TAT quimérico, el anticuerpo anti-
polipéptidos TAT, el oligopéptido que se une a un TAT o la molécula orgénica que se une a un

TAT.

B. Realizaciones adicionales

Otra realizacidn de la presente invencién se centra en un método para inhibir el crecimiento
de una célula que exprese un polipéptido TAT que consiste en poner en contacto la célula con un
anticuerpo, un oligopéptido o una molécula orgénica pequefia que se une al polipéptido TAT,
causando dicha unidn la inhibicién del crecimiento de la célula que expresa el polipéptido TAT. En
realizaciones preferentes, la célula es cancerosa, y la unién del anticuerpo, el oligopéptido o la
molécula organica al polipéptido TAT causa la muerte de la célula que expresa el polipéptido TAT.
Opcionalmente, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, un fragmento de anticuerpo, un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo de cadena tinica. Los anticuerpos,
los oligopéptidos que se unen a un TAT y las moléculas organicas que se unen a un TAT empleados
en los métodos de la presente invencion pueden conjugarse opcionalmente con un agente inhibidor
del crecimiento o un agente citotoxico como una toxina, incluyendo, por ejemplo, un maitansinoide
o una caliqueamicina, un antibiético, un isétopo radioactivo, una enzima nucleolitica o similares.
Los anticuerpos y los oligopéptidos que se unen a un TAT empleados en los métodos de la presente
invencién pueden producirse opcionalmente en células CHO o bacterianas.

Otrarealizacion de la presente invencion se centra en un método para tratar terapéuticamente
a un mamifero que tenga un tumor canceroso con células que expresen un polipéptido TAT y que
consiste en administrar al mamifero una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo, un
oligopéptido o una molécula organica pequefia que se une al polipéptido TAT, lo cual resulta por
tanto en el tratamiento terapéutico eficaz del tumor. Opcionalmente, el anticuerpo es un anticuerpo

monoclonal, un fragmento de anticuerpo, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado o un
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anticuerpo de cadena unica. Los anticuerpos, los oligopéptidos que se unen a un TAT y las
moléculas orgénicas que se unen a un TAT empleados en los métodos de la presente invencion
pueden conjugarse opcionalmente con un agente inhibidor del crecimiento o un agente citotéxico
como una toxina, incluyendo, por ejemplo, un maitansinoide o una caliqueamicina, un antibiético,
un isétopo radioactivo, una enzima nucleolitica o similares. Los anticuerpos y oligopéptidos
empleados en los métodos de la presente invencion pueden producirse opcionalmente en células
CHO o bacterianas.

Otrarealizacion de 1a presente invencidn se centra en un método para determinar la presencia
de un polipéptido TAT en una muestra de la cual se sospeche que lo contenga y que consiste en
exponer la muestra a un anticuerpo, un oligopéptido o una molécula orgnica pequefia que se une al
polipéptido TAT y determinar la unién en la muestra de cualquiera de estos tres agentes al
polipéptido TAT, considerando que la evidencia de esta unién indicaria la presencia del polipéptido
TAT en la muestra. Opcionalmente, la muestra puede contener células (que podrian ser cancerosas)
de las cuales se sospeche que expresen el polipéptido TAT. El anticuerpo, el oligopéptido que se une
aun TAT o lamolécula organica que se une a un TAT empleado en el método puede opcionalmente
marcarse de forma detectable, unirse a un soporte sélido, etc.

Otra realizacién de la presente invencion se centra en un método para diagnosticar la
presencia de un tumor en un mamifero que consiste en detectar el nivel de expresion de un gen que
codifica un polipéptido TAT en (a) una muestra de prueba de células tisulares obtenida de dicho
mamifero, y (b) una muestra de control de células no cancerosas normales conocidas del mismo
origen o clase tisular, considerando que un nivel superior de la expresion del polipéptido TAT en la
prueba de muestra, en comparacion con el observado en la prueba de control, indicaria la presencia
del tumor en el mamifero del cual se obtuvo la muestra de prueba.

Otra realizacién de la presente invencién se centra en un método para diagnosticar la
presencia de un tumor en un mamifero que consiste en (a) poner en contacto una muestra de prueba
que contiene células tisulares obtenidas de dicho mamifero con un anticuerpo, un oligopéptido o una
molécula orgéanica pequefia que se une a un polipéptido TAT y (b) detectar la formacion de un
complejo entre el anticuerpo, el oligopéptido o la molécula organica pequefia y el polipéptido TAT
en la muestra de prueba, considerando que la formacién de dicho complejo indicaria la presencia de
un tumor en el mamifero. Opcionalmente, el anticuerpo, el oligopéptido que se une aun TAT o la
molécula organica que se une a un TAT empleado se marcar de forma detectable, se une a un
soporte s6lido, etc., y/o la muestra de prueba de células tisulares se obtiene de un individuo del cual

se sospeche que tenga un tumor canceroso.
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Otra realizacion de la presente invencidn se centra en un método para tratar o prevenir un
trastorno celular proliferativo asociado a una expresion o actividad alterada, preferentemente
creciente, de un polipéptido TAT que consiste en administrar a un sujeto necesitado de tal
tratamiento una cantidad efectiva de un antagonista de un polipéptido TAT. Preferentemente, el
trastorno celular proliferativo es un cancer y el antagonista del polipéptido TAT es un anticuerpo
anti-polipéptido TAT, un oligopéptido que se une a un TAT, una molécula organica que se une a un
TAT o un oligonucledtido antisentido. El tratamiento o la prevencién eficaz del trastorno celular
proliferativo puede ser el resultado de la eliminacion directa o la inhibicién del crecimiento de las
células que expresen un polipéptido TAT, pero también se puede conseguir antagonizando la
actividad de potenciacion del crecimiento celular de un polipéptido TAT.

Otra realizacion de la presente invencion se centra en un método para unir un anticuerpo, un
oligopéptido o una molécula organica pequefia a una célula que exprese un polipéptido TAT que
consiste en poner en contacto una de estas células con cualquiera de los tres agentes mencionados
bajo las condiciones adecuadas para unir cualquiera de ellos a dicho polipéptido TAT y permitir la
unién entre ambos elementos. En realizaciones preferentes, el anticuerpo se marca con una
molécula o un compuesto 1til para determinar cualitativa o cuantitativamente la ubicacion y/o el
grado de unidn el anticuerpo, el oligopéptido o la molécula orgénica pequefia a la célula.

Otras realizaciones de la presente invencion se centran en el uso de (a) un polipéptido TAT,
(b) un acido nucleico que codifique un polipéptido TAT o un vector o una célula huésped que
contenga ese acido nucleico, (¢) un anticuerpo anti-polipéptido TAT, (d) un oligopéptido que se une
aun TAT, o (e) una molécula organica pequefia que se une aun TAT, para preparar un medicamento
util para (i) el tratamiento terapéutico o la deteccidon diagnéstica de un céncer o tumor, o (ii) el
tratamiento terapéutico o la prevencion de un trastorno celular proliferativo.

Otra realizacién de la presente invencion se centra en un método para inhibir el crecimiento
de una célula cancerosa, dependiendo este crecimiento, al menos en parte, del (de los) efecto(s) de
potenciacion del crecimiento de un polipéptido TAT (pudiendo este polipéptido TAT verse
expresado por la propia célula cancerosa en si o una célula que produzca polipéptidos que tengan un
efecto de potenciacién del crecimiento en células cancerosas). Este método consiste en poner en
contacto el polipéptido TAT con un anticuerpo, un oligopéptido o una molécula orgénica pequefia
que se una a él, antagonizando por tanto su actividad de potenciacién del crecimiento y, ademas,
inhibiendo el crecimiento de la célula cancerosa. Preferentemente, €l crecimiento de la célula
cancerosa se inhibe por completo. Aun mas preferentemente, la unién del anticuerpo, oligopéptido o

molécula organica pequefia al polipéptido TAT induce la muerte de la célula cancerosa.
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Opcionalmente, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, un fragmento de anticuerpo, un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo de cadena tnica. Los anticuerpos,
los oligopéptidos que se unen a un TAT y las moléculas organicas que se unen a un TAT empleados
en los métodos de la presente invencion pueden conjugarse opcionalmente con un agente inhibidor
del crecimiento o un agente citotéxico como una toxina, incluyendo, por ejemplo, un maitansinoide
o una caliqueamicina, un antibidtico, un isétopo radioactivo, una enzima nucleolitica o similares.
Los anticuerpos y los oligopéptidos que se unen a un TAT empleados en los métodos de la presente
invencion pueden producirse opcionalmente en células CHO o bacterianas.

Otrarealizacion de la presente invencion se centra en un método para tratar terapéuticamente
un tumor en un mamifero, dependiendo el crecimiento de dicho tumor, al menos en parte, del (de
los) efecto(s) de potenciacion del crecimiento de un polipéptido TAT. Este método consiste en
administrar a un mamifero una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo, un oligopéptido
o una molécula organica pequefia que se una al polipéptido TAT, antagonizando por tanto la
actividad de potenciacién del crecimiento de dicho polipéptido TAT y resultando en el tratamiento
terapéutico eficaz del tumor. Opcionalmente, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, un
fragmento de anticuerpo, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo de
cadena unica. Los anticuerpos, los oligopéptidos que se unen a un TAT y las moléculas organicas
que se unen a un TAT empleados en los métodos de la presente invencién pueden conjugarse
opcionalmente con un agente inhibidor del crecimiento o un agente citotéxico como una toxina,
incluyendo, por ejemplo, un maitansinoide o una caliqueamicina, un antibi6tico, un is6topo
radioactivo, una enzima nucleolitica o similares. Los anticuerpos y oligopéptidos empleados en los

métodos de la presente invencion pueden producirse opcionalmente en células CHO o bacterianas.

C. Otras realizaciones adicionales

En otras realizaciones adicionales, la invencién se centra en el siguiente grupo de
reivindicaciones potenciales para esta solicitud:

1. Acido nucleico aislado que tiene una secuencia de nucleétidos con al menos un 80%
de identidad de la secuencia de acidos nucleicos de:

(a) unamolécula de ADN que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID
NO:2 (Identificador de secuencia n° 2);

(b) una molécula de ADN que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID

NO:2, careciendo de su péptido de sefial asociado;
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(c) una molécula de ADN que codifica un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, con su péptido de sefial asociado;

(d) una molécula de ADN que codifica un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, careciendo de su péptido de sefial asociado;

(e) la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID NO:1 (Identificador de secuencia n®
1);

(f) la secuencia codificadora de longitud completa de la secuencia de nucleétidos mostrada
como SEQ ID NO:1; o

(g) el complemento de (a), (b), (c), (d), (e) o ().

2. Acido nucleico aislado que tiene:

(a) una secuencia de nucleodtidos que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada como
SEQ ID NO:2;

(b) una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada como
SEQ ID NO:2, careciendo de su péptido de sefial asociado;

(c) una secuencia de nucledtidos que codifica un dominio extracelular del polipéptido
mostrado como SEQ ID NO:2, con su péptido de sefial asociado;

(d) una secuencia de nucledtidos que codifica un dominio extracelular del polipéptido
mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su péptido de seiial asociado;

(e) 1a secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1;

(f) la regidn codificadora de longitud completa de la secuencia de nucledtidos mostrada
como SEQ ID NO:1; o

(g) el complemento de (a), (b), (c), (d), (e) o (f).

3. Acido nucleico aislado que hibrida con:

(a) un acido nucleico que codifica la secuencia de aminoécidos mostrada como SEQ ID
NO:2;

(b) un 4acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID
NO:2, careciendo de su péptido de sefial asociado;

(c) un 4cido nucleico que codifica un dominio extracelular del polipéptido mostrado como
SEQ ID NO:2, con su péptido de sefial asociado;

(d) un acido nucleico que codifica un dominio extracelular del polipéptido mostrado como
SEQ ID NO:2, careciendo de su péptido de sefial asociado;

(e) la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID NO:1;
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(f) 1a region codificadora de longitud completa de la secuencia de nucledtidos mostrada
como SEQ ID NO:1; o

(g) el complemento de (a), (b), (¢), (d), (e) o (D).

4. El 4cido nucleico de la Reivindicacion 3, produciéndose la hibridacidon bajo

condiciones rigurosas.

5. El acido nucleico de la Reivindicacion 3, cuya longitud es al menos de 5 nucledtidos.
6. Un vector de expresién que contiene el acido nucleico de la Reivindicacién 1,2 6 3.
7. El vector de expresion de la Reivindicacion 6, donde dicho 4acido nucleico se enlaza

de forma operable para controlar secuencias reconocidas por una célula huésped transformada con el

vector.
8. Una célula huésped que contiene el vector de expresién de la Reivindicacion 7.
9. La célula huésped de la Reivindicacion 8, que es de CHO, E. coli o levadura.
10.  Unproceso para producir un polipéptido que consiste en cultivar la célula huésped de

la Reivindicacién 8 bajo condiciones adecuadas para la expresion de dicho polipéptido y recuperar a
éste del cultivo celular.

11.  Un polipéptido aislado que tiene al menos un 80% de identidad de la secuencia de
aminoéacidos de:

(a) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2;

(b) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su péptido de sefial asociado;

(c) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, con su péptido de
sefial asociado;

(d) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su
péptido de sefial asociado;

(e) un polipéptido codificado por la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID NO:1;

(f) un polipéptido codificado por la regién codificadora de longitud completa de la secuencia
de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1.

12.  Un polipéptido aislado que tiene:

(a) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO:2;

(b) 1a secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia
de péptidos de seiial asociados;

(c) una secuencia de aminoacidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado

como SEQ ID NO:2, con su secuencia de péptidos de seifial asociados;
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(d) una secuencia de aminoacidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia de péptidos de sefial asociados;

(e) una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucledtidos mostrada como
SEQ ID NO:1; o

(f) una secuencia de aminoacidos codificada por la region codificadora de longitud completa
de la secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1.

13.  Unpolipéptido quimérico que contiene el polipéptido de la Reivindicacion 11 6 12
fusionado con un polipéptido heterélogo.

14.  El polipéptido quimérico de la Reivindicaciéon 13, donde dicho polipéptido
heterdlogo en una secuencia de sefiales de epitopos o una regién Fc de una inmunoglobulina.

15.  Un anticuerpo aislado que se une a un polipéptido que tiene al menos un 80% de
identidad de la secuencia de aminoacidos de:

(a) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2;

(b) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su péptido de sefial asociado;

(c) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, con su péptido de
sefial asociado;

(d) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su
péptido de sefial asociado;

(e) un polipéptido codificado por la secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1;

(f) un polipéptido codificado por laregion codificadora de longitud completa de la secuencia
de nucleétidos mostrada como SEQ ID NO:1.

16.  Un anticuerpo aislado que se une a un polipéptido que tiene:

(a) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO:2;

(b) la secuencia de aminoéacidos mostrada como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia
de péptidos de sefial asociados;

(c) una secuencia de aminoacidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, con su secuencia de péptidos de sefial asociados;

(d) una secuencia de aminoacidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia de péptidos de sefial asociados;

(e) una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucle6tidos mostrada como

SEQ ID NO:1; 0
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(f) una secuencia de aminoacidos codificada por laregion codificadora de longitud completa
de la secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1.

17.  El anticuerpo de la Reivindicacion 15 6 16, que es un anticuerpo monoclonal.

18.  El anticuerpo de la Reivindicacién 15 6 16, que es un fragmento de anticuerpo.

19.  El anticuerpo de la Reivindicacion 15 6 16, que es un anticuerpo quimérico o
humanizado.

20.  Elanticuerpo de la Reivindicacién 15 6 16, que se conjuga con un agente inhibidor
del crecimiento.

21.  Elanticuerpo de la Reivindicacién 15 6 16, que se conjuga con un agente citotéxico.

22.  Elanticuerpo de la Reivindicacion 21, donde el agente citotoxico se selecciona del
grupo compuesto por toxinas, antibidticos, isétopos radioactivos y enzimas nucleoliticas.

23.  El anticuerpo de la Reivindicacion 21, donde el agente citotéxico es una toxina.

24.  El anticuerpo de la Reivindicacién 23, donde la toxina se selecciona del grupo
compuesto por maitansinoide y caliqueamicina.

25.  El anticuerpo de la Reivindicacién 23, donde la toxina es un maitansinoide.

26.  El anticuerpo de la Reivindicacion 15 6 16, que se produce en bacterias.

27.  El anticuerpo de la Reivindicacion 15 6 16, que se produce en células CHO.

28.  El anticuerpo de la Reivindicacion 15 6 16, que induce la muerte de una celula a la
cual se une.

29.  El anticuerpo de la Reivindicacién 15 6 16, que se marca de forma detectable.

30.  Un acido nucleico aislado que tiene una secuencia de nucleétidos que codifica el
anticuerpo de la Reivindicacion 15 6 16.

31.  Un vector de expresion que contiene el acido nucleico de la Reivindicacion 30
enlazado de forma operable para controlar secuencias reconocidas por una célula huésped
transformada con el vector.

32.  Una célula huésped que contiene el vector de expresion de la Reivindicacién 31.

33. La célula huésped de la Reivindicacion 32, que es de CHO, E. coli o levadura.

34.  Unproceso para producir un anticuerpo que consiste en cultivar la célula huésped de
la Reivindicacién 32 bajo condiciones adecuadas para la expresion de dicho anticuerpo y recuperar a
éste del cultivo celular.

35.  Un oligopéptido aislado que se une a un polipéptido que tiene al menos un 80% de
identidad de la secuencia de aminoacidos de:

(a) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2;
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(b) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su péptido de sefial asociado;

(c) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, con su péptido de
sefial asociado;

(d) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su
péptido de sefial asociado;

(e) un polipéptido codificado por la secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1;

(f) un polipéptido codificado por la regién codificadora de longitud completa de la secuencia
de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1.

36.  Un oligopéptido aislado que se une a un polipéptido que tiene:

(a) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO:2;

(b) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia
de péptidos de sefial asociados;

(c) una secuencia de aminoacidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, con su secuencia de péptidos de sefial asociados;

(d) una secuencia de aminoacidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia de péptidos de sefial asociados;

(e) una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos mostrada como
SEQ ID NO:1; o

(f) una secuencia de aminoacidos codificada por la region codificadora de longitud completa
de la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID NO:1.

37.  Eloligopéptido de la Reivindicacion 35 6 36, que se conjuga con un agente inhibidor
del crecimiento.

38.  El oligopéptido de la Reivindicacion 35 6 36, que se conjuga con un agente
citotoxico.

39.  Eloligopéptido de la Reivindicacion 38, donde el agente citotoxico se selecciona del
grupo compuesto por toxinas, antibioticos, isétopos radioactivos y enzimas nucleoliticas.

40. El oligopéptido de la Reivindicacién 38, donde el agente citotéxico es una toxina.

41. El oligopéptido de la Reivindicacion 40, donde la toxina se selecciona del grupo
compuesto por maitansinoide y caliqueamicina. '

42.  Eloligopéptido de la Reivindicacion 40, donde la toxina es un maitansinoide.

43.  Eloligopéptido de la Reivindicacién 35 6 36, que induce la muerte de una célulaala

cual se une.
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44.  El oligopéptido de la Reivindicacion 35 6 36, que se marca de forma detectable.

45.  Unamolécula organica que se une a un polipéptido TAT que tiene al menos un 80%
de identidad de la secuencia de aminoéacidos de:

(a) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2;

- (b) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su péptido de sefial asociado;

(c) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, con su péptido de
sefial asociado;

(d) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su
péptido de sefial asociado;

(e) un polipéptido codificado por la secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1;

(f) un polipéptido codificado por la region codificadora de longitud completa de la secuencia
de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1.

46.  Lamolécula organica de la Reivindicacion 45 que se une a un polipéptido que tiene:

(a) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO:2;

(b) la secuencia de aminoéacidos mostrada como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia
de péptidos de sefial asociados;

(c) una secuencia de aminoacidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, con su secuencia de péptidos de sefial asociados;

(d) una secuencia de aminoacidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia de péptidos de sefial asociados;

(e) una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucledtidos mostrada como
SEQ ID NO:1; 0

(f) una secuencia de aminoacidos codificada por la region codificadora de longitud completa
de la secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1.

47. La molécula organica de la Reivindicacion 45 6 46, que se conjuga con un agente
inhibidor del crecimiento.

48. La molécula orgéanica de la Reivindicacion 45 6 46, que se conjuga con un agente
citotéxico.

49.  La molécula organica de la Reivindicacion 48, donde el agente citotdxico se
selecciona del grupo compuesto por toxinas, antibidticos, isétopos radioactivos y enzimas

nucleoliticas.
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50. La molécula organica de la Reivindicacion 48, donde el agente citotoxico es una
toxina.

51.  La molécula organica de la Reivindicacion 50, donde la toxina se selecciona del
grupo compuesto por maitansinoide y caliqueamicina.

52.  Lamolécula organica de la Reivindicacion 50, donde la toxina es un maitansinoide.

53.  La molécula organica de la Reivindicacion 45 6 46, que induce la muerte de una

célula a la cual se une.

54. La molécula organica de la Reivindicacion 45 6 46, que se marca de forma
detectable.
55.  Una composicién de sustancias que contiene:

(a) el polipéptido de la Reivindicacién 11;

(b) el polipéptido de la Reivindicacién 12;

(c) el polipéptido quimérico de la Reivindicacion 13;

(d) el anticuerpo de la Reivindicacion 15;

(e) el anticuerpo de la Reivindicacion 16;

® el oligopéptido de la Reivindicacion 35;

(g) el oligopéptido de la Reivindicacién 36;

(h) la molécula organica que se une a un TAT de la Reivindicacién 45; o

(1) la molécula organica que se une aun TAT de la Reivindicacién 46; en combinacién

con un vehiculo.

56.  Lacomposicion de sustancias de la Reivindicacién 55, donde dicho vehiculo es un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

57.  Un articulo fabricado que contiene:

(a) un envase contenedor; y

(b) la composicién de sustancias de la Reivindicacién 55 dentro de dicho envase
contenedor.

58. El articulo fabricado de 1a Reivindicacion 57 también contiene una etiqueta adjunta a
dicho envase contenedor, o un prospecto incluido en éste, que haga referencia al uso de la
composicion de sustancias para el tratamiento terapéutico o la deteccidén diagndstica de un cancer.

59.  Un método para inhibir el crecimiento de una célula que expresa una proteina que
tenga al menos un 80% de identidad de la secuencia de aminoécidos de:

(a) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2;

(b) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su péptido de sefial asociado;
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(¢) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, con su péptido de
sefial asociado;

(d) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su
péptido de sefial asociado;

(e) un polipéptido codificado por la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID NO:1;

(f) un polipéptido codificado por la regién codificadora de longitud completa de la secuencia
de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1, donde dicho método consiste en poner en contacto esa
célula con un anticuerpo, un oligopéptido o una molécula orgéanica que se une a dicha proteina,
causando por tanto esa unioén una inhibicién del crecimiento de esa célula.

60.  El método de la Reivindicacién 59, donde dicho anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal.

61.  El método de la Reivindicacién 59, donde dicho anticuerpo es un fragmento de
anticuerpo.

62.  El método de la Reivindicacién 59, donde dicho anticuerpo es un anticuerpo
quimérico o humanizado.

63.  Elmétodo de la Reivindicacién 59, donde dicho anticuerpo, oligopéptido o molécula
organica se conjuga con un agente inhibidor del crecimiento.

64.  Elmétodo de la Reivindicacion 59, donde dicho anticuerpo, oligopéptido o molécula
organica se conjuga con un agente citotéxico.

65.  El método de la Reivindicacion 64, donde el agente citotdxico se selecciona del
grupo compuesto por toxinas, antibidticos, isétopos radioactivos y enzimas nucleoliticas. |

66.  El método de la Reivindicacion 64, donde el agente citotdxico es una toxina.

67.  El método de la Reivindicacién 66, donde la toxina se selecciona del grupo
compuesto por maitansinoide y caliqueamicina.

68. El método de la Reivindicacion 66, donde la toxina es un maitansinoide.

69.  Elmétodo de la Reivindicacion 59, donde dicho anticuerpo se produce en bacterias.

70.  El método de la Reivindicacion 59, donde dicho anticuerpo se produce en células
CHO.

71. El método de la Reivindicacion 59, donde dicha célula es cancerosa.

72. El método de la Reivindicacion 71, donde dicha célula cancerosa se expone atin mas

a un tratamiento de radiacion o un agente quimioterapéutico.
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73. El método de la Reivindicacion 71, donde dicha célula cancerosa se selecciona del
grupo compuesto por células cancerosas del seno, el colorrecto, el pulmén, el ovario, el sistema
nervioso central, el higado, la vejiga, el pancreas, la cerviz, una célula de melanoma y una célula de
leucemia.

74. El método de la Reivindicacion 71, donde dicha célula cancerosa expresa con mayor
abundancia tal proteina, en comparacion con una célula normal del mismo origen tisular.

75.  El método de la Reivindicacion 59, que causa la muerte de dicha célula.

76.  El método de la Reivindicacion 59, donde dicha proteina tiene:

(a) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO:2;

(b) la secuencia de aminoéacidos mostrada como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia
de péptidos de sefial asociados;

(c) una secuencia de aminoacidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, con su secuencia de péptidos de sefial asociados;

(d) una seéuencia de aminoacidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia de péptidos de sefial asociados;

(e) una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos mostrada como
SEQ ID NO:1; 0

() una secuencia de aminoacidos codificada por la region codificadora de longitud completa
de la secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1.

77.  Unmétodo para tratar terapéuticamente a un mamifero que tenga un tumor canceroso
que contenga células que expresen una proteina con al menos un 80% de identidad de la secuencia
de aminoacidos de:

(a) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2;

(b) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su péptido de sefial asociado;

(¢) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, con su péptido de
sefial asociado;

(d) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su
péptido de sefial asociado;

(e) un polipéptido codificado por la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID NO:1;

(f) un polipéptido codificado por la regién codificadora de longitud completa de la secuencia

de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1, donde dicho método consiste en administrar a ese
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mamifero una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo, un oligopéptido o una molécula
organica que se une a dicha proteina, con lo cual se consigue el tratamiento eficaz de ese mamifero.

78.  El método de la Reivindicacion 77, donde dicho anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal.

79.  El método de la Reivindicacién 77, donde dicho anticuerpo es un fragmento de
anticuerpo.

80.  El método de la Reivindicacién 77, donde dicho anticuerpo es un anticuerpo
quimérico o humanizado.

81.  Elmétodo de la Reivindicacién 77, donde dicho anticuerpo, oligopéptido o molécula
orgéanica se conjuga con un agente inhibidor del crecimiento.

82.  Elmétodo de la Reivindicacion 77, donde dicho anticuerpo, oligopéptido o molécula
organica se conjuga con un agente citotéxico.

83.  El método de la Reivindicacion 82, donde el agente citotdxico se selecciona del
grupo compuesto por toxinas, antibidticos, isétopos radioactivos y enzimas nucleoliticas.

84.  El método de la Reivindicacion 82, donde el agente citotéxico es una toxina.

85.  El método de la Reivindicacién 84, donde la toxina se selecciona del grupo
compuesto por maitansinoide y caliqueamicina.

86. El método de la Reivindicacion 84, donde la toxina es un maitansinoide.

87.  Elmétodo de la Reivindicacién 77, donde dicho anticuerpo se produce en bacterias.

88.  El método de la Reivindicacién 77, donde dicho anticuerpo se produce en células
CHO.

89.  El método de la Reivindicacion 77, donde dicho tumor se expone aun mas a un
tratamiento de radiacion o un agente quimioterapéutico.

90. El método de la Reivindicacién 77, donde dicho tumor es de mama, colorrecto,
pulmoén, ovario, sistema nervioso central, higado, vejiga, pancreas o cerviz.

91. El método de la Reivindicacion 77, donde las células cancerosas de dicho tumor
expresan con mayor abundancia tal proteina, en comparacién con una célula normal del mismo
origen tisular.

92.  Elmétodo de la Reivindicacién 77, donde dicha proteina tiene:

(a) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO:2;

(b) 1a secuencia de amino4cidos mostrada como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia

de péptidos de sefial asociados;
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(c) una secuencia de aminoacidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, con su secuencia de péptidos de sefial asociados;

(d) una secuencia de aminoécidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia de péptidos de sefial asociados;

(e) una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucle6tidos mostrada como
SEQ ID NO:1; o

(H una secuencia de amino4cidos codificada por la regién codificadora de longitud completa
de la secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1.

93.  Unmétodo para determinar la presencia de una proteina en una muestra de la cual se
sospeche que la contenga, teniendo dicha proteina al menos un 80% de identidad de la secuencia de
aminoacidos de:

(a) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2;

(b) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su péptido de sefial asociado;

(c) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, con su péptido de
sefial asociado;

(d) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su
péptido de sefial asociado;

(e) un polipéptido codificado por la secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1;

(f) un polipéptido codificado por la region codificadora de longitud completa de la secuencia
de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1, donde dicho método consiste en exponer la muestra a
un anticuerpo, un oligopéptido o una molécula organica que se une a dicha proteina y determinar la
unién en la muestra de cualquiera de estos tres agentes a la proteina, considerando que la evidencia
de esta union indicaria la presencia de dicha proteina en la muestra.

94, El método de la Reivindicacion 93, donde dicha muestra contiene una célula de la
cual se sospecha que exprese tal proteina.

95. El método de la Reivindicaciéon 94, donde dicha célula es cancerosa.

96.  Elmétodo de 1a Reivindicacion 93, donde dicho anticuerpo, oligopéptido o molécula
organica se marca de forma detectable.

97.  El método de la Reivindicacion 93, donde dicha proteina tiene:

(a) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO:2;

(b) la secuencia de amino4cidos mostrada como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia

de péptidos de sefial asociados;
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(c) una secuencia de aminoéacidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, con su secuencia de péptidos de sefial asociados;

(d) una secuencia de aminoacidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia de péptidos de sefial asociados;

(e) una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucle6tidos mostrada como
SEQ ID NO:1; o

(f) una secuencia de aminoacidos codificada por la region codificadora de longitud completa
de la secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1.

98.  Unmétodo para diagnosticar la presencia de un tumor en un mamifero que consiste
en determinar el nivel de expresion de un gen que codifica una proteina que tiene al menos un 80%
de identidad de la secuencia de aminodacidos de:

(a) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2;

(b) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su péptido de sefial asociado;

(¢) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, con su péptido de
sefial asociado;

(d) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su
péptido de sefial asoctado;

(e) un polipéptido codificado por la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID NO:1;

(f) un polipéptido codificado por la regién codificadora de longitud completa de la secuencia
de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1, en una muestra de prueba de células tisulares obtenida
de dicho mamifero y una muestra de control de células normales conocidas del mismo origen tisular,
considerando que un nivel superior de la expresion de dicha proteina en la prueba de muestra, en
comparacion con el observado en la prueba de control, indicaria la presencia del tumor en el
mamifero del cual se obtuvo la muestra de prueba.

99.  Elmétodo de la Reivindicacion 98, donde el paso de determinar el nivel de expresién
de un gen que codifica dicha proteina consiste en emplear un oligonucleétido en una hibridacién o
un analisis RT-PCR i situ.

100. Elmétodo de la Reivindicacion 98, donde el paso de determinar el nivel de expresion
de un gen que codifica dicha proteina consiste en emplear un anticuerpo en un analisis “Western
blot” o de inmunohistoquimica.

101. Elmétodo de la Reivindicacion 98, donde dicha proteina tiene:

(a) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO:2;

26

s



(b) la secuencia de aminoéacidos mostrada como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia
de péptidos de seiial asociados;

(c) una secuencia de aminoacidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, con su secuencia de péptidos de sefial asociados;

(d) una secuencia de aminoacidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia de péptidos de sefial asociados;

(e) una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucle6tidos mostrada como
SEQ ID NO:1; 0

(f) una secuencia de aminoacidos codificada por la region codificadora de longitud completa
de la secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1.

102. Unmétodo para diagnosticar la presencia de un tumor en un mamifero que consiste
en poner en contacto una muestra de prueba de células tisulares obtenida de dicho mamifero con un
anticuerpo, un oligopéptido o una molécula organica que se una a una proteina que tenga al menos
un 80% de identidad de la secuencia de aminoacidos de:

(a) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2;

(b) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su péptido de sefial asociado;

(¢) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, con su péptido de
sefial asociado;

(d) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su
péptido de sefial asociado;

(e) un polipéptido codificado por la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID NO:1;

(f) un polipéptido codificado por la region codificadora de longitud completa de la secuencia
de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1, y detectar la formacién de un complejo entre dicho
anticuerpo, oligopéptido o molécula organica y dicha proteina en la muestra de prueba, considerando
que la formacién de dicho complejo indicaria la presencia de un tumor en tal mamifero.

103. El método de la Reivindicacion 102, donde dicho anticuerpo, oligopéptido o
molécula organica se marca de forma detectable.

104. El método de la Reivindicacion 102, donde dicha muestra de prueba de células
tisulares se obtiene de un individuo del cual se sospecha que tenga un tumor canceroso.

105. Elmétodo de la Reivindicaciéon 102, donde dicha proteina tiene:

(a) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO:2;
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(b) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia
de péptidos de sefial asociados;

(c¢) una secuencia de aminoacidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, con su secuencia de péptidos de sefial asociados;

(d) una secuencia de aminoacidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia de péptidos de sefial asociados;

(e) una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucle6tidos mostrada como
SEQID NO:1; 0

(f) una secuencia de aminodcidos codificada por la regiéon codificadora de longitud completa
de la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID NO:1.

106. Un método para tratar o prevenir un trastorno celular proliferativo asociado al
aumento de la expresion o actividad de una proteina que tenga al menos un 80% de identidad de la
secuencia de aminoacidos de:

(a) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2;

(b) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su péptido de sefial asociado;

(¢) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, con su péptido de
sefial asociado;

(d) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su
péptido de sefial asociado;

(e) un polipéptido codificado por la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID NO:1;

(f) un polipéptido codificado por la region codificadora de longitud completa de la secuencia
de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1, donde dicho método consiste en administrar a un
sujeto necesitado de tal tratamiento una cantidad efectiva de un antagonista de dicha proteina, con lo
cual se consigue tratar o prevenir de forma eficaz ese trastorno celular proliferativo.

107. Elmétodo de la Reivindicacién 106, donde dicho trastorno celular proliferativo es un

cancer.

108. Elmétodo de la Reivindicacién 106, donde dicho antagonista es un anticuerpo anti-
polipéptido TAT, un oligopéptido que se une aun TAT, una molécula orgénica que scuneaun TAT
o un oligonucleétido antisentido.

109. Un método para unir un anticuerpo, un oligopéptido o una molécula orgénica a una
célula que exprese una proteina que tenga al menos un 80% de identidad de la secuencia de

aminoacidos de:
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(a) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2;

(b) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su péptido de sefial asociado;

(c) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, con su péptido de
sefial asociado;

(d) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su
péptido de sefial asociado;

(e) un polipéptido codificado por la secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1;

(f) un polipéptido codificado por la region codificadora de longitud completa de la secuencia
de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1, donde dicho método consiste en poner en contacto esa
célula con un anticuerpo, un oligopéptido o una molécula organica que se una a dicha proteina,
permitiendo que se produzca la union de cualquiera de esos tres elementos a dicha proteina y, por
tanto, a esa célula. |

110. El método de la Reivindicacién 109, donde dicho anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal.

111. El método de la Reivindicacién 109, donde dicho anticuerpo es un fragmento de
anticuerpo.

112. El método de la Reivindicacion 109, donde dicho anticuerpo es un anticuerpo
quimérico o humanizado.

113. El método de la Reivindicacién 109, donde dicho anticuerpo, oligopéptido o
molécula organica se conjuga con un agente inhibidor del crecimiento.

114. El método de la Reivindicacion 109, donde dicho anticuerpo, oligopéptido o
molécula organica se conjuga con un agente citotéxico.

115. El método de la Reivindicacion 114, donde el agente citotdxico se selecciona del
grupo compuesto por toxinas, antibioticos, isétopos radioactivos y enzimas nucleoliticas.

116. Elmétodo de la Reivindicacién 114, donde el agente citotéxico es una toxina.

117. El método de la Reivindicaciéon 116, donde la toxina se selecciona del grupo
compuesto por maitansinoide y caliqueamicina.

118. El método de la Reivindicacion 116, donde la toxina es un maitansinoide.

119. Elmétodo de la Reivindicacion 109, donde dicho anticuerpo se produce en bacterias.

120. Elmétodo de la Reivindicacién 109, donde dicho anticuerpo se produce en células
CHO.

121. El método de la Reivindicacion 109, donde dicha célula es cancerosa.
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122. Elmétodo de la Reivindicacion 121, donde dicha célula cancerosa se expone aun mas
a un tratamiento de radiacion o un agente quimioterapéutico.

123. Elmétodo de la Reivindicacion 121, donde dicha célula cancerosa se selecciona del
grupo compuesto por células cancerosas del seno, el colorrecto, el pulmon, el ovario, el sistema
nervioso central, el higado, la vejiga, el pancreas, la cerviz, una célula de melanoma y una célula de
leucemia. | '

124.  El método de la Reivindicacién 123, donde dicha célula cancerosa expresa con
mayor abundancia tal proteina, en comparacién con una célula normal del mismo origen tisular.

125. Elmétodo de la Reivindicacién 109, que causa la muerte de dicha célula.

126. Uso de un éacido nucleico, tal como se reivindica en cualquiera de las
Reivindicaciones de la 1 ala 5 o la 30, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento
terapéutico o la deteccion diagndstica de un céncer.

127. Uso de un &cido nucleico, tal como se reivindica en cualquiera de las
Reivindicaciones de la 1 ala 5 o la 30, en la preparacion de un medicamento para tratar un tumor.

128. Uso de un 4acido nucleico, tal como se reivindica en cualquiera de las
Reivindicaciones dela 1 ala5 ola 30, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento o la
prevencién de un trastorno celular proliferativo.

129. Uso de un vector de expresion, tal como se reivindica en cualquiera de las
Reivindicaciones 6, 7 6 31, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento terapéutico o la
deteccidén diagndstica de un cancer.

130. Uso de un vector de expresion, tal como se reivindica en cualquiera de las
Reivindicaciones 6, 7 6 31, en la preparacién de un medicamento para tratar un tumor.

131. Uso de un vector de expresidn, tal como se reivindica en cualquiera de las
Reivindicaciones 6, 7 6 31, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion
de un trastorno celular proliferativo.

132. Uso de una célula huésped, tal como se reivindica en cualquiera de las
Reivindicaciones 8, 9, 32 6 33, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento terapéutico
o la deteccion diagndstica de un cancer.

133. Uso de una célula huésped, tal como se reivindica en cualquiera de las
Reivindicaciones 8, 9, 32 6 33, en la preparacion de un medicamento para tratar un tumor.

134. Uso de una célula huésped, tal como se reivindica en cualquiera de las
Reivindicaciones 8, 9, 32 6 33, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento o la

prevencion de un trastorno celular proliferativo.
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135.  Uso de un polipéptido, tal como se reivindica en cualquiera de las Reivindicaciones
dela 11 ala 14, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento terapéutico o la deteccion
diagnostica de un cancer.

136. Uso de un polipéptido, tal como se reivindica en cualquiera de las Reivindicaciones
de la 11 ala 14, en la preparacién de un medicamento para tratar un tumor.

137.  Uso de un polipéptido, tal como se reivindica en cualquiera de las Reivindicaciones
dela 11 a la 14, en la preparacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de un
trastorno celular proliferativo.

138.  Uso de un anticuerpo, tal como se reivindica en cualquiera de las Reivindicaciones de
la 15 a la 29, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento terapéutico o la deteccion
diagndstica de un céancer.

139.  Uso de un anticuerpo, tal como se reivindica en cualquiera de las Reivindicaciones
de la 15 ala 29, en la preparacidon de un medicamento para tratar un tumor.

140. Uso de un anticuerpo, tal como se reivindica en cualquiera de las Reivindicaciones de
la 15 a la 29, en'la preparacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de un
trastorno celular proliferativo.

141.  Uso de un oligopéptido, tal como se reivindica en cualquiera de las Reivindicaciones
de la 35 ala 44, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento terapéutico o la deteccion
diagnoéstica de un cancer.

142.  Uso de un oligopéptido, tal como se reivindica en cualquiera de las Reivindicaciones
de la 35 a la 44, en la preparacion de un medicamento para tratar un tumor.

143.  Uso de un oligopéptido, tal como se reivindica en cualquiera de las Reivindicaciones
de la 35 a la 44, en la preparacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de un
trastorno celular proliferativo.

144. Uso de una molécula organica que se une a un TAT, tal como se reivindica en
cualquiera de las Reivindicaciones de la 45 a la 54, en la preparaciéon de un medicamento para el
tratamiento terapéutico o la deteccidon diagnéstica de un cancer.

145. Uso de una molécula organica que se une a un TAT, tal como se reivindica en
cualquiera de las Reivindicaciones de 1a 45 ala 54, en la preparacion de un medicamento para tratar
un tumor.

146. Uso de una molécula organica que se une a un TAT, tal como se reivindica en
cualquiera de las Reivindicaciones de la 45 a la 54, en la preparacidon de un medicamento para el

tratamiento o la prevencién de un trastorno celular proliferativo.
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147. Uso de una composicion de sustancias, tal como se reivindica en cualquiera de las
Reivindicaciones 55 6 56, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento terapéutico o la
deteccion diagnoéstica de un cancer.

148. Uso de una composicién de sustancias, tal como se reivindica en cualquiera de las
Reivindicaciones 55 6 56, en la preparacion de un medicamento para tratar un tumor.

149. Uso de una composicion de sustancias, tal como se reivindica en cualquiera de las
Reivindicaciones 55 6 56, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion
de un trastorno celular proliferativo.

150. Uso de un articulo fabricado, tal como se reivindica en cualquiera de las
Reivindicaciones 57 6 58, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento terapéutico o la
deteccion diagnoéstica de un cancer.

151. Uso de un articulo fabricado, tal como se reivindica en cualquiera de las
Reivihdicaciones 57 6 58, en la preparacion de un medicamento para tratar un tumor.

152. Uso de un articulo fabricado, tal como se reivindica en cualquiera de las
Reivindicaciones 57 6 58, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion
de un trastorno celular proliferativo.

153.  Unmétodo para inhibir el crecimiento de una célula, dependiendo dicho crecimiento,
al menos en parte, del efecto de potenciacion del crecimiento de una proteina que tenga al menos un
80% de identidad de la secuencia de aminodacidos de:

(a) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2;

(b) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su péptido de sefial asociado;

(c) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, con su péptido de
sefial asociado;

(d) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su
péptido de sefial asociado;

(e) un polipéptido codificado por la secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1;

(f) un polipéptido codificado por la region codificadora de longitud completa de la secuencia
de nucleétidos mostrada como SEQ ID NO:1, donde dicho método consiste en poner en contacto tal
proteina con un anticuerpo, un oligopéptido o una molécula orgénica que se une a ésta, inhibiendo
por tanto el crecimiento de dicha célula.

154. El método de la Reivindicacién 153, donde dicha célula es cancerosa.

155. Elmétodo de la Reivindicacion 153, donde dicha célula expresa esa proteina.
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156. El método de la Reivindicacidon 153, donde la unién de dicho anticuerpo,
oligopéptido o molécula organica a tal proteina antagoniza la actividad de potenciacion del
crecimiento celular de ésta.

157. El método de la Reivindicacion 153, donde la unién de dicho anticuerpo,
oligopéptido o molécula organica a tal proteina induce la muerte de esa célula.

158. El método de la Reivindicacion 153, donde dicho anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal.

159. El método de la Reivindicacion 153, donde dicho anticuerpo es un fragmento de

anticuerpo.

160. El método de la Reivindicacién 153, donde dicho anticuerpo es un anticuerpo

quimérico o humanizado.

161. El método de la Reivindicacion 153, donde dicho anticuerpo, oligopéptido o
molécula organica se conjuga con un agente inhibidor del crecimiento.

162. El método de la Reivindicacién 153, donde dicho anticuerpo, oligopéptido o
molécula organica se conjuga con un agente citotoxico.

163. El método de la Reivindicacién 162, donde el agente citotoxico se selecciona del
grupo compuesto por toxinas, antibiéticos, isétopos radioactivos y enzimas nucleoliticas.

164. Elmétodo de la Reivindicacién 162, donde el agente citotoxico es una toxina.

165. El método de la Reivindicaciéon 164, donde la toxina se selecciona del grupo
compuesto por maitansinoide y caliqueamicina.

166. El método de la Reivindicacion 164, donde la toxina es un maitansinoide.

167. Elmétodo de la Reivindicacion 153, donde dicho anticuerpo se produce en bacterias.

168. Elmétodo de la Reivindicacion 153, donde dicho anticuerpo se produce en c€lulas
CHO.

169. El método de la Reivindicacién 153, donde dicha proteina tiene:

(a) la secuencia de aminoécidos mostrada como SEQ ID NO:2;

(b) 1a secuencia de amino4cidos mostrada como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia
de péptidos de sefial asociados;

(c) una secuencia de aminoacidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, con su secuencia de péptidos de sefial asociados;

(d) una secuencia de aminoacidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado

como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia de péptidos de sefial asociados;
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(e) una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucle6tidos mostrada como
SEQID NO:1; 0

(f) una secuencia de aminodacidos codificada por la region codificadora de longitud completa
de la secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1.

170. Un método para tratar terapéuticamente un tumor en un mamifero, dependiendo el
crecimiento de dicho tumor, al menos en parte, del efecto de potenciacion del crecimiento de una
proteina que tenga al menos un 80% de identidad de la secuencia de aminoécidos de:

(a) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2;

(b) el polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su péptido de sefial asociado;

(¢) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, con su péptido de
sefial asociado; .

(d) un dominio extracelular del polipéptido mostrado como SEQ ID NO:2, careciendo de su
péptido de sefial asociado;

(e) un polipéptido codificado por la secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1;

(f) un polipéptido codificado por la region codificadora de longitud completa de la secuencia
de nucleétidos mostrada como SEQ ID NO:1, donde dicho método consiste en poner en contacto tal
proteina con un anticuerpo, un oligopéptido o una molécula organica que se une a ésta, con lo cual
se consigue tratar con eficacia dicho tumor.

171. Elmétodo de la Reivindicacién 170, donde las células de dicho tumor expresan esa

proteina.

172. El método de la Reivindicacién 170, donde la unién de dicho anticuerpo,
oligopéptido o molécula orgéanica a tal proteina antagoniza la actividad de potenciacion del
crecimiento celular de ésta.

173. El método de la Reivindicaciéon 170, donde dicho anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal.

174. El método de la Reivindicacién 170, donde dicho anticuerpo es un fragmento de
anticuerpo.

175. El método de la Reivindicacién 170, donde dicho anticuerpo es un anticuerpo
quimérico o humanizado.

176. El método de la Reivindicacién 170, donde dicho anticuerpo, oligopéptido o

molécula organica se conjuga con un agente inhibidor del crecimiento.
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177. El método de la Reivindicacién 170, donde dicho anticuerpo, oligopéptido o
molécula organica se conjuga con un agente citotéxico.

178. El método de la Reivindicacion 177, donde el agente citotoxico se selecciona del
grupo compuesto por toxinas, antibidticos, isétopos radioactivos y enzimas nucleoliticas.

179. Elmétodo de la Reivindicacion 177, donde el agente citotéxico es una toxina.

180. El método de la Reivindicaciéon 179, donde la toxina se selecciona del grupo
compuesto por maitansinoide y caliqueamicina.

181. El método de la Reivindicacién 179, donde la toxina es un maitansinoide.

182. Elmétodo de la Reivindicacién 170, donde dicho anticuerpo se produce en bacterias.

183. Elmétodo de la Reivindicacién 170, donde dicho anticuerpo se produce en células
CHO.

184. Elmétodo de la Reivindicacion 170, donde dicha proteina tiene:

(a) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO:2;

(b) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia
de péptidos de sefial asociados;

(c) una secuencia de aminoacidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, con su secuencia de péptidos de sefial asociados;

(d) una secuencia de aminoacidos de un dominio extracelular del polipéptido mostrado
como SEQ ID NO:2, careciendo de su secuencia de péptidos de sefial asociados;

(e) una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucle6tidos mostrada como
SEQID NO:1;0

() una secuencia de aminoacidos codificada por la region codificadora de longitud completa
de 1a secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID NO:1.

186.  Un anticuerpo aislado que se une al epitopo ligado por un anticuerpo producido por
cualquiera de las lineas celulares de hibridoma mostradas en la Tabla 7.

187. El anticuerpo de la Reivindicacion 186, que es un anticuerpo monoclonal.

188. El anticuerpo de la Reivindicacién 186, que es un fragmento de anticuerpo.

189. El anticuerpo de la Reivindicaciéon 186, que es un anticuerpo quimérico o
humanizado.

190. El anticuerpo de la Reivindicacion 186, que se conjuga con un agente inhibidor del
crecimiento.

191.  El anticuerpo de la Reivindicacién 186, que se conjuga con un agente citotéxico.
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192.  Elanticuerpo de la Reivindicacién 191, donde el agente citotoxico se selecciona del
grupo compuesto por toxinas, antibioticos, isétopos radioactivos y enzimas nucleoliticas.

193.  El anticuerpo de la Reivindicacion 191, donde el agente citotdxico es una toxina.

194. El anticuerpo de la Reivindicaciéon 193, donde la toxina se selecciona del grupo
compuesto por maitansinoide y caliqueamicina.

195.  El anticuerpo de la Reivindicacién 193, donde la toxina es un maitansinoide.

196. El anticuerpo de la Reivindicacion 186, que se produce en bacterias.

197. El anticuerpo de la Reivindicacion 186, que se produce en células CHO.

198.  Elanticuerpo de la Reivindicacion 186, que induce la muerte de una célula a la cual
se une.

199. El anticuerpo de la Reivindicacion 186, que se marca de forma detectable.

200. Elanticuerpo de la Reivindicacion 186, que contiene al menos una de las regiones de
determinacion de la complementariedad de cualquier anticuerpo producido por cualquiera de las
lineas celulares de hibridoma mostradas en la Tabla 7.

201. Un anticuerpo monoclonal producido por cualquiera de las células de hibridoma
mostradas en la Tabla 7.

202. Una célula de hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal que se une a un
polipéptido TAT113.

203. Un meétodo para identificar un anticuerpo que se une a un epitopo ligado por un
anticuerpo producido por cualquiera de las lineas celulares de hibridoma mostradas en la Tabla 7, y
que consiste en determinar la capacidad de un primer anticuerpo para bloquear la unién de un
segundo anticuerpo producido por cualquiera de las lineas celulares de hibridoma mostradas en la
Tabla 7 a un polipéptido TAT113, siendo dicha capacidad del primer anticuerpo de al menos un
40% y, a concentraciones iguales de anticuerpos, indicando que dicho primer anticuerpo es capaz de
unirse a un epitopo ligado por ese segundo anticuerpo.

Tras leer la presente especificacion, cualquier experto en este campo seréd capaz de proyectar

otras realizaciones adicionales de la presente invencidn.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
La Figura 1 muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:1) de un ADNc TAT113,

donde el SEQ ID NO:1 es un clon designado en la presente memoria descriptiva como

“ADN215609".
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La Figura 2 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO:2) derivada de la secuencia

codificadora de longitud completa del SEQ ID NO:1 mostrado en la Figura 1.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERENTES

L Definiciones

Los términos “polipéptido TAT” y “TAT”, tal como se emplean en la presente memoria
descriptiva, y cuando sigan inmediatamente a una designacion numérica, se refieren a varios
polipéptidos, mientras que la designacion completa (es decir, TAT/niimero) se refiere a secuencias
de polipéptidos especificos, tal como se describe en la presente memoria descriptiva. Los términos
“polipéptido TAT/nimero” y “TAT/numero”, donde el término “numero” se ofrece como una
designacién numérica real, tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva, engloban
polipéptidos con secuencia nativa, variantes de polipéptidos y fragmentos de polipéptidos con
secuencia nativa y variantes de polipéptidos (que en la presente memoria descriptiva se definen con
mayor detalle). Los polipéptidos TAT descritos en la presente memoria descriptiva pueden aislarse a
partir de diversas fuentes, como distintas clases de tejido humano u otras, o prepararse mediante
métodos recombinantes o sintéticos. El término “polipéptido TAT” se refiere a cada polipéptido
TAT/nimero individual detallado en la presente memoria descriptiva. Todas las divulgaciones de
esta especificacion que hagan referencia al “polipéptido TAT” se refieren a cada uno de los
polipéptidos tanto individual como colectivamente. Por ejemplo, las descripciones de la preparacion
de, purificacion de, derivaciéon de, formacién de anticuerpos para o contra, formacién de
oligopéptidos que se unen a un TAT para o contra, formacién de moléculas organicas que se unen a
un TAT para o contra, administracion de, composiciones que contengan, tratamiento de una
enfermedad con, etc., pertenecen a cada polipéptido de la invencidn individualmente. El término
“polipéptido TAT” también incluye variantes de los polipéptidos TAT/ntimero detallados en la
presente memoria descriptiva.

Un “polipéptido TAT con secuencia nativa” contiene un polipéptido con la misma secuencia
de aminoacidos que el polipéptido TAT correspondiente obtenido de la naturaleza. Dichos
polipéptidos TAT con secuencia nativa pueden aislarse de la naturaleza o producirse por medios
sintéticos o de recombinacion. El término “polipéptido TAT con secuencia nativa” engloba
especificamente formas truncadas o secretadas del polipéptido TAT especifico (por ejemplo, una
secuencia de un dominio extracelular), formas variantes (por ejemplo, formas con empalme
alternativo) y variantes alélicas del polipéptido, todas ellas producidas naturalmente. En ciertas

realizaciones de la invencién, los polipéptidos TAT con secuencia nativa detallados en la presente
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memoria descriptiva son maduros o tienen longitud completa, conteniendo las secuencias de

amino4cidos de longitud completa mostradas en las figuras que acompafian al texto. En las figuras, .

los codones de inicio y detencidn (si se indican) se muestran en estilo negrita y subrayado. Los
residuos de 4cidos nucleicos indicados como “N” o “X” en las figuras que acompafian al texto son
cualquier residuo de acido nucleico. No obstante, si bien se muestra en las figuras que acompafian al
texto que los polipéptidos TAT detallados en ellas comienzan con residuos de metionina designados
en la presente memoria descriptiva como posicién 1 de aminoacidos en las figuras, es concebible y
posible que otros residuos de metionina ubicados bien por arriba o por abajo de esa posicion 1 de
aminoacidos en las figuras puedan emplearse como el residuo del aminoécido de inicio para los
polipéptidos TAT.

El “dominio extracelular” o “ECD” de un polipéptido TAT se refiere a una forma de éste que
esencialmente est4 libre de los dominios transmembrana y citoplasmico. Por lo general, el ECD de
un polipéptido TAT tendra menos de un 1%, preferentemente menos de un 0,5%, de tales dominios
transmembrana y/o citoplasmico. Se comprendera que la identificacién de cualquier dominio
transmembrana para los polipéptidos TAT de la presente invencién se realiza de acuerdo con los
criterios empleados rutinariamente en la materia para identificar esa clase de dominio hidréfobo. Los
limites exactos de un dominio transmembrana pueden variar aunque, lo mas probable, en no méas de
5 aminodacidos en cualquiera de los extremos del dominio, tal como se ha identificado inicialmente
en la presente memoria descriptiva. Opcionalmente, por tanto, un dominio extracelular de un
polipéptido TAT puede contener 5 aminoacidos, o menos, en cualquier extremo del limite del
dominio transmembrana/extracelular tal como se identifica en los Ejemplos o la especificacion, y
tales polipéptidos, con o sin el péptido de sefial asociado, asi como el acido nucleico que los
codifica, se contemplan en la presente invencion.

La ubicacién aproximada de los “péptidos de sefial” de los diversos polipéptidos TAT
detallados en la presente memoria descriptiva puede mostrarse en la presente especificacién y/o las
figuras que acompafian al texto. No obstante, debe tenerse en cuenta que el limite del terminal C de
un péptido de sefial puede variar aunque, lo mas probable, en no mas de 5 aminoacidos en cualquiera
de los extremos del limite del terminal C del péptido de sefial, tal como se ha identificado
inicialmente en la presente memoria descriptiva, pudiendo identificarse el limite del terminal C del
péptido de sefial de acuerdo con los criterios empleados rutinariamente en la materia para identificar
esa clase de elemento de secuencia de aminoacidos (por e¢jemplo, Nielsen y col., Prot. Eng. 10:1-6

(1997) y von Heinje y col., Nucl. Acids. Res. 14:4683-4690 (1986)). Ademas, también se reconoce

que, en algunos casos, la segmentacion de una secuencia de sefial de un polipéptido secretado no es
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totalmente uniforme, resultando en mas de una especie secretada. Estos polipéptidos maduros,
donde el péptido de sefial se segmenta en un tramo no superior a 5 aminoéacidos en cualquier
extremo del limite del terminal C del péptido de sefial, tal como se identifica en la presente memoria
descriptiva, asi como los polinucledtidos que los codifican, se contemplan en la presente invencion.

La “variante de un polipéptido TAT” significa un polipéptido TAT, preferentemente activo,
tal como se define en la presente memoria descriptiva, que tiene al menos un 80% de identidad de la
secuencia de aminoacidos de la secuencia de un polipéptido TAT con secuencia nativa de longitud
completa, tal como se detalla en la presente memoria descriptiva, la secuencia de un polipéptido
TAT carente del péptido de sefial, tal como se detalla en la presente memoria descriptiva, un
dominio extracelular de un polipéptido TAT, con o sin el péptido de sefial, tal como se detalla en la
presente memoria descriptiva, o cualquier otro fragmento de la secuencia de un polipéptido TAT de
longitud completa, tal como se detalla en la presente memoria descriptiva (como los que codifica un
acido nucleico que representa slo una parte de la secuencia codificadora compléta de un polipéptido
TAT de longitud completa). Estas variantes de polipéptidos TAT incluyen, por ejemplo,
polipéptidos TAT en los que se agregan o eliminan uno o maés residuos de aminoécidos, en los
terminales N- o C- de la secuencia de aminoacidos nativa de longitud completa. Por lo general, la
variante de un polipéptido TAT tendrd al menos un 80% de identidad de la secuencia de
aminoacidos, y alternativamente al menos un 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de identidad de la secuencia de
aminoacidos, de una secuencia de un polipéptido TAT con secuencia nativa de longitud completa,
tal como se detalla en la presente memoria descriptiva, la secuencia de un polipéptido TAT carente
del péptido de sefial, tal como se detalla en la presente memoria descriptiva, un dominio extracelular
de un polipéptido TAT, con o sin el péptido de sefial, tal como se detalla en la presente memoria
descriptiva, o cualquier otro fragmento especificamente definido de la secuencia de un polipéptido
TAT de longitud completa, tal como se detalla en la presente memoria descriptiva. Por lo general,
los polipéptidos con variante TAT tienen una longitud de al menos 10 aminodcidos, y
alternativamente de al menos 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170,
180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370,
380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 450, 460, 470, 480, 490, 500, 510, 520, 530, 540, 550, 560, 570,
580, 590, 600 o mas. Opcionalmente, los polipéptidos con variante TAT no tendran mas de una
sustitucidn conservadora de aminoacidos, y alternativamente no mas de 2, 3,4,5,6,7,8,9 6 10
sustituciones conservadoras de aminoacidos, en comparacion con la secuencia nativa del polipéptido

TAT.
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El “porcentaje (%) de identidad de la secuencia de aminoacidos” de las secuencias de
polipéptidos TAT identificadas en la presente memoria descriptiva se define como el porcentaje de
los residuos de aminodacidos en una secuencia candidata que son idénticos a los residuos de
aminoacidos en la secuencia del polipéptido TAT especifico, después de alinear las secuencias e
introducir espacios, si fuera necesario, para lograr el maximo porcentaje de identidad de la
secuencia, sin considerar ninguna sustitucién conservadora como parte de la identidad de la
secuencia. A efectos de determinar el porcentaje de identidad de la secuencia de aminoacidos, la
alineacion se puede conseguir de varias formas que son conocidas en la materia; por ejemplo, usar
software comercializado como BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos
en este campo pueden determinar pardmetros apropiados para medir la alineacién, incluyendo
cualquier algoritmo necesario para lograr la alineacién méxima en la longitud completa de las
secuencias que se comparan. Sin embargo, a efectos de la presente memoria descriptiva, los valores
del porcentaje de identidad de la secuencia de aminoacidos se generan usando el programa
informatico para comparacion de secuencias ALIGN-2; en la siguiente Tabla 1 se proporciona el
cédigo fuente completo para el programa ALIGN-,").. El programa informatico ALIGN-2 para
comparacion de secuencias fue creado por Genehtech, Inc., y el cddigo fuente que se incluye en la
Tabla 1 se ha presentado con la documentacién de usuario en la Oficina de Derechos de Autor de
EE.UU. (U.S. Copyright Office), Washington D.C., 20559, donde ha quedado inscrito en el Registro
de Derechos de Autor de EE. UU. con el numero TXUS510087. El programa ALIGN-2 estd
comercializado por Genentech, Inc., South San Francisco, California, o se puede compilar a partir
del cédigo fuente suministrado en la siguiente Tabla 1. Este programa deberia compilarse para su
uso en un sistema operativo UNIX, preferentemente UNIX V4.0D digital. El programa ALIGN-2
define todos los parametros de comparacion de secuencias, que no varian.

En situaciones en las que se emplea ALIGN-2 para comparaciones de secuencias de
aminoécidos, el porcentaje de identidad de la secuencia de aminoacidos de una determinada
secuencia de aminodcidos A con respecto a una determinada secuencia de aminoacidos B (que
alternativamente puede expresarse diciendo que una determinada secuencia de aminoécidos A tiene
o contiene cierto porcentaje de identidad de la secuencia de aminoacidos de una determinada

secuencia de aminoacidos B) se calcula de la siguiente manera:

100 veces la fraccidén X/Y
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donde X es la cantidad de residuos de aminoacidos marcada como coincidencias idénticas por el
programa ALIGN-2 de alineacion de secuencias en la alineacion establecida por dicho programa de
las secuencias A y B, e Y es la cantidad total de residuos de aminoacidos en B. Se apreciara que en
los casos que la longitud de la secuencia de aminoacidos A no sea igual a la de 1a B, el porcentaje de
identidad de la secuencia de aminoacidos de A con respecto a B no sera igual al de B conrespecto a
A. Como ejemplos de calculos del porcentaje de identidad de la secuencia de aminoécidos realizados
con este método, las Tablas 2 y 3 demuestran cémo calcular el porcentaje de identidad de la
secuencia de amino4cidos de la secuencia de aminoacidos designada como “Proteina comparada”
con respecto a la secuencia de aminoacidos designada como “TAT”, donde “TAT” representa la
secuencia de aminoacidos de un polipéptido TAT hipotético de interés, “Proteina comparada”
representa la secuencia de aminoécidos de un polipéptido con que se compara el polipéptido “TAT”
de interés, y los valores “X”, “Y” y “Z” representan cada uno distintos residuos de aminoécidos
hipotéticos. A menos que se indique lo contrario, todos los valores de porcentaje de identidad de la
secuencia de aminoacidos usados en la presente memoria descriptiva se obtienen como se ha
descrito en el parrafo anterior, utilizando el programa informatico ALIGN-2.

Un “polinucledtido con variante TAT” o una “secuencia de acidos nucleicos con variante
TAT” significa una molécula de 4cidos nucleicos que codifica un polipéptido TAT, preferentemente
activo, tal como se define en la presente memoria descriptiva, y tiene al menos un 80% de identidad
de la secuencia de acidos nucleicos de una secuencia de acidos nucleétidos que codifica la secuencia
de un polipéptido TAT con secuencia nativa de longitud completa, tal como se detalla en la presente
memoria descriptiva, la secuencia de un polipéptido TAT con secuencia nativa de longitud completa
carente del péptido de sefial, tal como se detalla en la presente memoria descriptiva, un dominio
extracelular de un polipéptido TAT, con o sin el péptido de sefial, tal como se detalla en la presente
memoria descriptiva, o cualquier otro fragmento de la secuencia de un polipéptido TAT de longitud
completa, tal como se detalla en la presente memoria descriptiva (como los que codifica un 4cido
nucleico que representa s6lo una parte de la secuencia codificadora completa de un polipéptido TAT
de longitud completa). Por lo general, un polinucledtido con variante TAT tendra al menos un 80%
de identidad de la secuencia de acidos nucleicos, y alternativamente al menos un 81%, 82%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% de
identidad de la secuencia de 4cidos nucleicos, de una secuencia de acidos nucleicos que codifique
una secuencia de un polipéptido TAT con secuencia nativa de longitud completa, tal como se detalla
en la presente memoria descriptiva, la secuencia de un polipéptido TAT con secuencia nativa de

longitud completa carente del péptido de sefial, tal como se detalla en la presente memoria
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descriptiva, un dominio extracelular de un polipéptido TAT, con o sin el péptido de sefial, tal como
se detalla en la presente memoria descriptiva, o cualquier otro fragmento de la secuencia de un
polipéptido TAT de longitud completa, tal como se detalla en la presente memoria descriptiva. Las
variantes no engloban la secuencia nativa de nucledtidos.

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

El “porcentaje (%) de identidad de la secuencia de 4cidos nucleicos” de las secuencias de
acidos nucleicos que codifican TAT identificadas en la presente memoria descriptiva se define como
el porcentaje de nucle6tidos en una secuencia candidata que son idénticos a los nucledtidos en la
secuencia de acidos nucleicos TAT de interés, después de alinear las secuencias e introducir
espacios, si fuera necesario, para lograr el maximo porcentaje de identidad de la secuencia. A efectos
de determinar el porcentaje de identidad de la secuencia de acidos nucleicos, la alineacién se puede
conseguir de varias formas que son conocidas en la materia; por ejemplo, usar software
comercializado como BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Sin embargo, a efectos
de la presente memoria descriptiva, los valores del porcentaje de identidad de la secuencia de 4cidos
nucleicos se generan usando el programa informatico para comparacion de secuencias ALIGN-2; en
la siguiente Tabla 1 se proporciona el codigo fuente completo para el programa ALIGN-2. El
programa informatico ALIGN-2 para comparacién de secuencias fue creado por Genentech, Inc., y
el codigo fuente que se incluye en la Tabla 1 se ha presentado con la documentacién de usuario en la
Oficina de Derechos de Autor de EE.UU. (U.S. Copyright Office), Washington D.C., 20559, donde
ha quedado inscrito en el Registro de Derechos de Autor de EE. UU. con el numero TXU510087. El
programa ALIGN-2 esta comercializado por Genentech, Inc., South San Francisco, California, o se
puede compilar a partir del cédigo fuente suministrado en la siguiente Tabla 1. Este programa

deberia compilarse para su uso en un sistema operativo UNIX, preferentemente UNIX V4.0D
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digital. Elprograma ALIGN-2 define todos los parametros de comparacién de secuencias, que no
varian.

En situaciones en las que se emplea ALIGN-2 para comparaciones de secuencias de acidos
nucleicos, el porcentaje de identidad de la secuencia de acidos nucleicos de una determinada
secuencia de acidos nucleicos C con respecto a una determinada secuencia de acidos nucleicos D
(que alternativamente puede expresarse diciendo que una determinada secuencia de 4cidos nucleicos
C tiene o contiene cierto porcentaje de identidad de la secuencia de 4cidos nucleicos de una

determinada secuencia de 4cidos nucleicos D) se calcula de la siguiente manera:

100 veces la fracciéon W/Z

donde W es la cantidad de nucledtidos marcada como coincidencias idénticas por el programa
ALIGN-2 de alineacion de secuencias en la alineacion establecida por dicho programa de las
secuencias C y D, y Z es la cantidad total de nucledtidos en B. Se apreciara que en los casos que la
longitud de la secuencia de acidos nucleicos C no sea igual a la de la D, el porcentaje de identidad de
la secuencia de acidos nucleicos de C con respecto a D no serd igual al de D con respecto a C. Como
ejemplos de calculos del porcentaje de identidad de 1a secuencia de acidos nucleicos realizados con

este método, las Tablas 4 y 5 demuestran como calcular el porcentaje de identidad de la secuencia de

acidos nucleicos de la secuencia de acidos nucleicos designada como “ADN comparado” con

respecto a la secuencia de 4cidos nucleicos designada como “TAT-ADN”, donde “TAT-ADN”
representa una secuencia hipotética de interés de acidos nucleicos que codifica un TAT, “ADN
comparado” representa la secuencia de nucleétidos de una molécula de acidos nucleicos con que se
compara la molécula de 4cidos nucleicos “TAT-ADN” de interés, y los valores “N”, “L” y “V”
representan cada uno distintos nucleétidos hipotéticos. A menos que se indique lo contrario, todos
los valores de porcentaje de identidad de la secuencia de aminoacidos usados en la presente memoria
descriptiva se obtienen como se ha descrito en el parrafo anterior, utilizando el programa
informatico ALIGN-2. A menos que se indique lo contrario, todos los valores de porcentaje de
identidad de la secuencia de acidos nucleicos usados en la presente memoria descriptiva se obtienen
como se ha descrito en el parrafo anterior, utilizando el programa informatico ALIGN-2.

En otras realizaciones, los polinucle6tidos con variante TAT son moléculas de acidos
nucleicos que codifican un polipéptido TAT y son capaces de hibridar, preferentemente bajo

condiciones rigurosas de hibridacion y lavado, en secuencias de nucledtidos que codifican un
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polipéptido TAT de longitud completa, tal como se detalla en la presente memoria descriptiva. Los
polipéptidos con variante TAT pueden ser los que codifica un polinucledtido con variante TAT.

El término “region codificadora de longitud completa”, cuando se emplea en referencia a un
acido nucleico que codifique un polipéptido TAT, se refiere a la secuencia de nucledtidos que
codifica el polipéptido TAT de longitud completa de la invencion (que a menudo se muestra entre
codones de inicio y detencidn, incluso en las figuras que acompafian al texto). El término “regién
codificadora de longitud completa”, cuando se emplea en referencia a un acido nucleico depositado
en la ATCC, se refiere a la porcidn que codifica el polipéptido TAT del ADNc insertado en el vector
depositado en la ATCC (que a menudo se muestra entre codones de inicio y detencién, incluso en
las figuras que acompaifian al texto).

El término “aislado”, cuando se usa para describir los distintos polipéptidos TAT detallados
en la presente memoria descriptiva, significa que se trata de un polipéptido que se ha identificado y
separado y/o recuperado de un componente de su entorno natural. Los componentes contaminantes
de su entorno natural son materiales que normalmente interferirian en los usos de diagndstico o
terapéuticos del polipéptido, y podrian incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteinaceos o no
proteiniceos. En realizaciones preferentes, el polipéptido se purificara (1) a un grado suficiente para
obtener al menos 15 residuos de una secuencia de aminoacidos N-terminal o internos mediante €l
uso de un secuenciador de taza giratoria, o (2) hasta alcanzar la homogeneidad mediante SDS-PAGE
en condiciones reductoras o no reductoras empleando una tinciéon de azul de Coomassie o,
preferentemente, plata. Los polipéptidos aislados incluyen el polipéptido in sifu dentro de células
recombinantes, ya que al menos un componente del entorno natural del polipéptido TAT no estara
presente. De todas formas, normalmente, el polipéptido aislado se preparard mediante al menos un
paso de purificacién.

Un 4cido nucleico que codifique un polipéptido TAT “aislado” u otra clase de polipéptido es
una molécula de acidos nucleicos que se identifica y separa a partir de al menos una molécula
contaminante de acidos nucleicos que normalmente esta asociada a la fuente natural del acido
nucleico que codifica el polipéptido. Una molécula de 4cidos nucleicos que codifique un polipéptido
aislado es distinta de la que se encuentra en la naturaleza, tanto por su forma como entorno. Por
tanto, las moléculas de acidos nucleicos que codifiquen polipéptidos aislados se distinguen de la
molécula de acidos nucleicos que codifica un polipéptido especifico tal como existe en las c€lulas
naturales. Sin embargo, una molécula de icidos nucleicos que codifique un polipéptido aislado

incluye moléculas de acidos nucleicos que codifican polipéptidos contenidos en células que

44

i



habitualmente expresan el polipéptido en casos que, por ejemplo, la molécula de 4cidos nucleicos
esté en una posicion cromosémica distinta de la que tiene en las células naturales.

El término “secuencias de control” se refiere a las secuencias de ADN necesarias para la
expresion de una secuencia codificadora enlazada de forma operable en un organismo huésped en
particular. Las secuencias de control que son aptas para procariotas, por ¢jemplo, incluyen un
promotor, opcionalmente una secuencia de operadores y un sitio de unién al ribosoma. Se sabe que
las células eucaridticas utilizan promotores, sefiales de poliadenilacioén y potenciadores.

El 4cido nucleico esta “enlazado de forma operable” al establecerlo en una relacién funcional
con otra secuencia de acidos nucleicos. Por ejemplo, el ADN de una presecuencia o un lider secretor
esta enlazado de forma operable al ADN de un polipéptido si se expresa como una preproteina que
participe en la secrecién del polipéptido; un promotor o potenciador esta enlazado de forma operable
a una secuencia codificadora si afecta a la transcripcion de la secuencia; o un sitio de union al
ribosoma esta enlazado de forma operable a una secuencia codificadora si est4 colocado para
facilitar la traduccién. Por lo general, por “enlazado de forma operable” se entiende que las
secuencias de ADN que se enlazan son contiguas y, en el caso de un lider secretor, contiguas y en
fase de lectura. Sin embargo, los potenciadores no tienen que estar contiguos. La unién se consigue
mediante ligaduras en sitios de restriccién apropiados. Si esos sitios no existen, los adaptadores o
enlazadores de oligonucledtidos sintéticos se utilizan de acuerdo con la préctica habitual.

Cualquier experto en la materia puede determinar rapidamente la “rigurosidad” de las
reacciones de hibridacion, tratindose por lo general de un calculo empirico que depende de la
longitud de la sonda, la temperatura de lavado y la concentracién de sal. En general, para realizar
correctamente una hibridacidn, las sondas mas largas requieren temperaturas superiores, mientras
que las mas cortas las requieren inferiores. La hibridacién depende habitualmente de la capacidad de
rehibridacion del ADN desnaturalizado ante la presencia de hebras complementarias en un entorno
con temperatura inferior a su punto de fusion. Cuanto mas elevado sea el grado deseado de
homologia entre la sonda y la secuencia susceptible de hibridacidn, més alta seré la temperatura
relativa que podra emplearse. Como resultado, las temperaturas relativas mas altas tenderian a
perfilar unas condiciones de reaccién mas rigurosas, mientras que las mas bajas desarrollaran unas
condiciones rigurosas menores. Para mas detalles y una explicacién sobre la rigurosidad de las

reacciones de hibridacidn, véase Ausubel y col., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley

Interscience Publishers, (1995).
Las “condiciones rigurosas” o “condiciones de alta rigurosidad”, tal como se definen en la

presente memoria descriptiva, pueden identificarse como aquéllas que: (1) emplean para el lavado

45

156



una fuerza i6nica baja y temperaturas altas, por ejemplo, 0,015 M de cloruro s6dico/0,0015 M de
citrato sédico/sulfato de sodio dodecilo al 0,1% a 50 °C; (2) durante la hibridaciéon emplean un
agente desnaturalizante, como la formamida, por ejemplo, formamida al 50% (v/v) con albimina de
suero bovino al 0,1%/Ficoll al 0,1%/polivinilpirrolidona al 0,1%/tampon de fosfato sédico de 50
mM con un pH de 6,5 y 750 mM de cloruro sédico, 75 mM de citrato sodico a 42 °C; o (3)
hibridacién durante toda la noche en una solucion que emplea formamida al 50%, 5 porciones de
SSC (0,75 M de NaCl, 0,075 M de citrato sddico), 50 mM de fosfato sédico (pH de 6,8), pirofosfato
sédico al 0,1%, 5 porciones de solucién de Denhardt, ADN de esperma de salmén sonicado (50
pg/ml), SDS al 0,1% y sulfato de dextrano al 10% a 42 °C, con un lavado de 10 minutos a 42 °C en
0,2 porciones de SSC (cloruro sédico/citrato sédico), seguido de un lavado de alta rigurosidad
durante 10 minutos compuesto por 0,1 porciones de SSC con EDTA a 55 °C.

Las “condiciones moderadamente rigurosas” pueden identificarse tal como se describe en

Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Nueva York: Cold Spring Harbor Press,

1989, e incluyen el uso de una solucién de lavado y unas condiciones de hibridacién (por ejemplo,
temperatura, concentracién idnica y porcentaje de SDS) menos rigurosas que las descritas
anteriormente. Un ejemplo de condiciones moderadamente rigurosas seria la incubacion durante
toda la noche a 37 °C en una solucién que contenga: 20% de formamida, 5 porciones de SSC (150
mM de NaCl, 15 mM de citrato trisédico), SO0 mM de fosfato sédico (pH de 7,6), 5 porciones de
solucién de Denhardt, 10% de sulfato de dextrano y 20 mg/ml de ADN de esperma de salmon
fragmentado y desnaturalizado, seguido de un lavado de los filtros en 1 porcién de SSC a una
temperatura comprendida entre 37 y 50 °C. El experto en la materia sabra como ajustar la
temperatura, la concentracion idnica, etc., como sea necesario para integrar factores como la
longitud de la sonda y otros similares.

El término “sefializado con epitopo”, cuando se utiliza en la presente memoria descriptiva, se
refiere a un polipéptido quimérico que contiene un polipéptido TAT o un anticuerpo anti-TAT
fusionado a un “polipéptido sefializado”. El polipéptido sefializado tiene suficientes residuos para
proporcionar un epitopo contra el cual se pueda elaborar un anticuerpo, pero es suficientemente
corto para que no interfiera en la actividad del polipéptido al cual se fusiona. El polipéptido
sefializado es, también, preferentemente, unico, de forma que el anticuerpo no tenga una reaccién
cruzada sustancial con otros epitopos. Por lo general, los polipéptidos sefializados aptos tienen al
menos 6 residuos de aminoacidos, siendo la cantidad habitual entre 8 y 50 (preferentemente, entre

10 y 20).
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Para los fines de la presente memoria descriptiva, los términos “activa” o “actividad” se
refieren a una forma, o formas, de un polipéptido TAT que retiene una actividad bioldgica y/o
inmunolégica de un TAT nativo u obtenido naturalmente, en que la actividad “biologica” se refiere a
una funcién bioldgica (ya sea inhibitoria o promotora) provocada por un TAT nativo u obtenido
naturalmente que no sea la capacidad de inducir la produccién de un anticuerpo con un epitopo
antigénico que forme parte de un TAT nativo u obtenido naturalmente, y una actividad
“inmunolégica” se refiere a la capacidad de inducir la producciéon de un anticuerpo contra un epitopo
antigénico que forme parte de un TAT nativo u obtenido naturalmente.

El término “antagonista” se utiliza en el sentido mas amplio, e incluye cualquier molécula
que parcial o completamente bloquee, inhiba o neutralice una actividad bioldgica de un polipéptido
TAT nativo detallado en la presente memoria descriptiva. De forma similar, El término “agonista”
se utiliza en el sentido mas amplio, e incluye cualquier molécula que imite una actividad biolégica
de un polipéptido TAT nativo detallado en la presente memoria descriptiva. Las moléculas agonistas
o antagonistas aptas incluyen especificamente anticuerpos agonistas o antagonistas o fragmentos de
anticuerpos, fragmentos o variantes de secuencias de aminoacidos de polipéptidos TAT nativos,
péptidos, oligonucledtidos antisentido, moléculas organicas pequefias, etc. Uno de los métodos para
identificar los agonistas o antagonistas de un polipéptido TAT puede consistir en poner en contacto a
un polipéptido TAT con una molécula agonista o antagonista candidata y medir un cambio
detectable en una o mas actividades bioldgicas normalmente asociadas al polipéptido TAT.

El término “tratar”, “tratamiento” o “alivio” se refiere tanto al tratamiento terapéutico como
las medidas profilacticas o preventivas, en que el objetivo es prevenir o lentificar (disminuir) la
afeccién o trastorno patolégico pertinente. Entre los sujetos que precisan tratamiento se incluyen
aquéllos que ya padecen el trastorno, asi como los que tienen propensién al mismo o en quienes
deba prevenirse. Un sujeto o mamifero es satisfactoriamente “tratado” para un cancer que exprese un
polipéptido TAT si, tras recibir una cantidad terapéutica de un anticuerpo anti-TAT, un oligopéptido
que se une a un TAT o una molécula orgénica que se une a un TAT de acuerdo con los métodos de
la presente invencidn, el paciente muestra una reduccién observable y/o medible, o la ausencia, de
uno o mas de los siguientes supuestos: reduccion de la cantidad de células cancerosas o ausencia de
éstas; reduccion del tamafio del tumor; inhibicion (es decir, lentificar en cierta medida vy,
preferentemente, detener) de la infiltracion de células cancerosas en 6rganos periféricos, incluyendo
la propagacion del céancer en tejidos blandos y huesos; inhibicién (es decir, lentificar en cierta
medida y, preferentemente, detener) de la metastasis tumoral; inhibicién, en cierta medida, del

crecimiento tumoral; y/o alivio en cierta medida de uno o mas de los sintomas asociados al cancer
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especifico en cuestion; reduccion de la morbosidad y mortalidad; y mejora de la calidad de vida. Con
relacion a la capacidad del anticuerpo anti-TAT u oligopéptido que se une a un TAT para evitar el
crecimiento de las células cancerosas, y/o eliminar las existentes, el agente puede ser citostatico y/o
citotoxico. El paciente también puede sentir la reduccion de estos signos o sintomas.

Los parametros anteriores para evaluar el éxito del tratamiento y la mejora de la enfermedad
se pueden medir facilmente mediante procedimientos habituales conocidos por un médico. En el
caso del tratamiento del cancer, la eficacia se puede medir, por ejemplo, evaluando el tiempo hasta
la progresion de la enfermedad (TTP) y/o determinando la tasa de respuesta (RR). La metastasis
puede determinarse mediante estudios de diseminacidn, asi como gammagrafias dseas y pruebas que
midan el nivel de calcio y otras enzimas, para averiguar si se ha extendido al hueso. También se
puede realizar una TAC para detectar la extension por la pelvis y los nédulos linféticos de la zona.
Se realizan estudios radioldgicos de térax y mediciones, mediante métodos conocidos, de los niveles
enzimaticos hepaticos para detectar metastasis en los pulmones y el higado, respectivamente. Otros
métodos habituales para realizar un seguimiento de la enfermedad incluyen ecografia transrectal
(TRUS) y biopsia transrectal por puncion con aguja gruesa (TRNB).

Para el cancer de vejiga, que es un cancer mas localizado, los métodos para determinar el
progreso de la enfermedad incluyen la evaluacion citoldgica urinaria por citoscopia, la supervision
de la presencia de sangre en la orina, la visualizacion del tracto urotelial mediante monografia o un
pielograma intravenoso, las tomografias asistidas por computadora (TAC) y las imagenes por
resonancia magnética (IRM). La presencia de metastasis distantes puede evaluarse mediante TAC
del abdomen, radiografias toracicas o imagenes radiomiclidas del esqueleto.

La administracion “crénica” se refiere a la administracion del agente o agentes de un modo
continuo, frente a un modo agudo, con el fin de mantener el efecto terapéutico inicial (actividad)
durante un periodo prolongado de tiempo. La administracion “intermitente” es el tratamiento que no
se realiza de forma consecutiva sin interrupcion, sino que tiene caracter ciclico.

Para los propositos del tratamiento, alivio de los sintomas o diagndstico de un cancer,
“mamifero” se refiere a cualquier animal clasificado como mamifero, incluidos los humanos, los
animales domésticos y de granja y los animales utilizados en actividades deportivas, exhibidos en
zooldgicos y de compafiia, como perros, gatos, ganado, caballos, ovejas, cerdos, cabras, conejos, etc.
Preferentemente, el mamifero es un humano.

La administracion "en combinacién con" uno o mas agentes terapéuticos adicionales incluye

la administracion simultanea (concurrente) y consecutiva en cualquier orden.
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Los “vehiculos”, tal como se utiliza este término en la presente memoria descriptiva,
incluyen vehiculos, excipientes o estabilizadores farmacéuticamente aceptables que no sean tdxicos
para la célula o el mamifero expuesto a los mismos con las dosis y concentraciones empleadas. Con
frecuencia, el vehiculo fisiologicamente aceptable es una solucién tamponada con pH acuoso. Entre
los ejemplos de vehiculos fisioldgicamente aceptables se incluyen tampones como fosfato, citrato y
otros acidos organicos; antioxidantes como acido ascérbico; un polipéptido de bajo peso molecular
(inferior a 10 residuos); proteinas, como albimina sérica, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros
hidréfilos, como polivinilpirrolidona; aminoacidos como glicina, glutamina, asparagina, arginina o
lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos, como glucosa, manosa o dextrinas; agentes
quelantes como EDTA,; alcoholes azucarados, como manitol o sorbitol; contraiones formadores de
sales, como el sodio; y/o surfactantes no idnicos, como TWEEN®, polietilenglicol (PEG) y
PLURONICS®.

Por “fase s6lida” o “soporte s6lido” se entiende una matriz no acuosa a la cual un anticuerpo,
un oligopéptido que se une a un TAT o una molécula organica que se une a un TAT de la presente
invencién puede adherirse o unirse. Entre los ejemplos de fases sélidas englobadas en la presente
memoria descriptiva se incluyen aquéllas formadas parcial o completamente por cristal (por
ejemplo, cristal poroso controlado), polisacaridos (por ejemplo, agarosa), poliacrilamidas,
poliestireno, alcohol de polivinilo y siliconas. En ciertas realizaciones, segin el contexto, la fase
solida puede comprender la parte hueca de un plato de ensayo; en otras es una columna de
purificacion (por ejemplo, una columna cromatografica de afinidad). Este término también incluye
una fase solida discontinua de particulas discretas, como las descritas en la patente de EE.UU. n°
4.275.149.

Un “liposoma” es una pequefia vesicula compuesta por varias clases de lipidos, fosfolipidos
y/o un surfactante que es 1itil para la administracién de un farmaco (como un polipéptido TAT, un
anticuerpo contra éste o un oligopéptido que se une a un TAT) a un mamifero. Por lo general, los
componentes del liposoma se disponen en una formacién de doble capa, de manera similar a la
disposicion de los lipidos en las membranas bioldgicas.

Por su definicion en la presente memoria descriptiva, una molécula o molécula organica
“pequeiia” tiene un peso molecular inferior a 500 daltons.

Una “cantidad eficaz” de un polipéptido, un anticuerpo, un oligopéptido que se une a un
TAT, una molécula organica que se une a un TAT o un agonista o antagonista de los mismos, tal

como se describe en la presente memoria descriptiva, es una cantidad suficiente para llevar a cabo el
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objetivo especificamente indicado. Una “cantidad eficaz” se puede determinar empiricamente y
mediante métodos habituales, con respecto al fin expresado.

El término “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a una cantidad efectiva de un
anticuerpo, un polipéptido, un oligopéptido que se une a un TAT, una molécula organica que se une
aun TAT u otro farmaco para “tratar” una enfermedad o un trastorno en un sujeto o mamifero. En el
caso del cancer, la cantidad terapéuticamente efectiva del farmaco puede reducir la cantidad de
células cancerosas y el tamafio del tumor, inhibir (es decir, lentificar hasta cierto grado y

preferentemente detener) la infiltracion de células cancerosas en los organos periféricos, la

metastasis tumoral y, hasta cierto punto, el crecimiento tumoral y/o aliviar en cierta medida uno o

mas de los sintomas asociados al cancer. Véase la definicidén de “tratamiento” en la presente
memoria descriptiva. Con relacién a la capacidad del farmaco para evitar el crecimiento de las
células cancerosas, y/o eliminar las existentes, éste puede ser citostatico y/o citotoxico.

Una “cantidad inhibidora del crecimiento” de un anticuerpo anti-TAT, un polipéptido TAT,
un oligopéptido que se une a un TAT o una molécula organica que se une aun TAT es una cantidad
capaz de inhibir el crecimiento de una célula, especialmente tumoral, por ejemplo, una célula
cancerosa, in Vvitro o in vivo. Para los propdsitos de inhibir el crecimiento celular neoplésico, una
“cantidad inhibidora del crecimiento” de un anticuerpo anti-TAT, un polipéptido TAT, un
oligopéptido que se une aun TAT o una molécula organica que se une a un TAT puede determinarse
empiricamente y siguiendo los métodos habituales.

Una “cantidad inhibidora del crecimiento” de un anticuerpo anti-TAT, un polipéptido TAT,
un oligopéptido que se une a un TAT o una molécula organica que se une aun TAT es una cantidad
capaz de causar la destruccion de una célula, especialmente tumoral, por ejemplo, una célula
cancerosa, in vitro o in vivo. Para los propdsitos de inhibir el crecimiento celular neoplasico, una
“cantidad citotéxica” de un anticuerpo anti-TAT, un polipéptido TAT, un oligopéptido que se une a
un TAT o una molécula organica que se une a un TAT puede determinarse empiricamente y
siguiendo los métodos habituales.

El término “anticuerpo” se emplea en el sentido mas amplio y abarca especificamente, por
ejemplo, anticuerpos anti-TAT monoclonales individuales (incluyendo anticuerpos agonistas,
antagonistas y neutralizadores), composiciones de anticuerpos anti-TAT con especificidad
poliepitopica, anticuerpos policlonales, anticuerpos anti-TAT de cadena Unica y fragmentos de
anticuerpos anti-TAT (véase mas adelante), siempre que exhiban la actividad biolégica o
inmunolégica deseada. En la presente memoria descriptiva, el término “inmunoglobulina” (Ig) se

utiliza de forma intercambiable con “anticuerpo”.
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Un “anticuerpo aislado” es aquél que se ha identificado y separado, y/o recuperado, a partir
de un componente de su entorno natural. Los componentes contaminantes de su entorno natural son
materiales que interferirian en los usos de diagndstico o terapéuticos del anticuerpo, y podrian
incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteiniceos y no proteinaceos. En realizaciones
preferentes, el anticuerpo se purificara (1) en mas del 95% de su peso tal como se determina por el
método de Lowry, y mas preferentemente, en mas del 99% de su peso, (2) en un grado suficiente
para obtener al menos 15 residuos de una secuencia de aminoacidos N-terminal o internos mediante
el uso de un secuenciador de taza giratoria, o (3) hasta alcanzar la homogeneidad mediante SDS-
PAGE, en condiciones reductoras o no reductoras, empleando una tincién de azul de Coomassie o,
preferentemente, plata. Los anticuerpos aislados incluyen el anticuerpo in situ dentro de células
recombinantes, ya que al menos un componente del entorno natural del anticuerpb no estara
presente. En cualquier caso, normalmente, el anticuerpo aislado se preparara mediante al menos un
paso de purificacion.

La unidad basica de 4 cadenas de un anticuerpo es una glicoproteina heterotetramérica
constituida por dos cadenas ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas (un anticuerpo
IgM consiste en 5 de las unidades basicas de heterotetrameros junto con un polipéptido adicional
llamado cadena J, y por tanto contiene 10 sitios de unién al antigeno, mientras que los anticuerpos
IgA secretados pueden polimerizarse para formar conjuntos polivalentes que comprenden entre 2 y 5
de las unidades basicas de 4 cadenas junto con la cadena J). En el caso de IgG, la unidad de 4
cadenas pesa generalmente unos 150.000 daltons. Cada cadena L se enlaza a una cadena H mediante
un enlace disulfuro covalente, mientras que las dos cadenas H se enlazan entre si mediante uno o
mas enlaces disulfuro segun el isotipo de la cadena H. Cada cadena H y L tiene también puentes
disulfuro separados regularmente dentro de la cadena. Cada cadena H tiene en el extremo N-terminal
un dominio variable (V) seguido de tres dominios constantes (Cy) para cada una de las cadenas ay
vy cuatro dominios Cy para los isotipos p y €. Cada cadena L tiene en el extremo N-terminal un
dominio variable (V1) seguido de un dominio constante (Cr) en su otro extremo. El Vi se alinea con
el Vy, y el Ci se alinea con el primer dominio constante de la cadena pesada (Cyl). Se cree que
ciertos residuos particulares de aminoacidos forman una interfaz entre los dominios vartables de las
cadenas ligera y pesada. El emparejamiento de un Vy y un Vi, forma un unico sitio de unién al
antigeno. Para la estructura y las propiedades de las diferentes clases de anticuerpos, véase, por

ejemplo, Basic and Clinical Immunology, 8 edicion, Daniel P. Stites, Abba I. Terr y Tristram G.

Parslow (eds.), Appleton & Lange, Norwalk, CT, 1994, pagina 71 y Capitulo 6.
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La cadena ligera de cualquier especie de vertebrados puede asignarse a una de dos clases
claramente distintas, denominadas kappa y lambda, sobre la base de las secuencias de aminoacidos
de sus dominios constantes. Segtin la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus
cadenas pesadas (Cy), las inmunoglobulinas se pueden asignar a distintas clases o isotipos. Existen
cinco clases de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, que tienen cadenas pesadas designadas
como o, 0, €, Yy W, respectivamente. Las clases vy a se dividen ademas en subclases sobre la base
de diferencias relativamente menores en la secuencia y funcién del Cy; por ejemplo, los seres
humanos expresan las siguientes subclases: IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgAl e IgA2.

El término “variable” se refiere al hecho de que ciertos segmentos de los dominios variables
difieren enormemente en cuanto a su secuencia entre los distintos anticuerpos. El dominio V media
la unidn al antigeno y define la especificidad de un anticuerpo particular para su antigeno particular.
Sin embargo, la variabilidad no se distribuye uniformemente a través de la extension de 110
aminoacidos de los dominios variables. Por contra, las regiones V estan compuestas por tramos
relativamente invariables de 15-30 aminoacidos llamados regiones estructurales (FR) y separados
por regiones mas cortas de extrema variabilidad llamadas “regiones hipervariables”, cuya longitud es
de entre 9 y 12 aminoacidos. Cada uno de los dominios variables de las cadenas nativas pesadas y
ligeras comprende cuatro regiones estructurales (FR), que en su mayor parte adoptan una
configuracién en lamina B, conectada por tres regiones hipervariables, que forman bucles que
conectan la estructura en 1amina 3, de la cual en algunos casos forman parte. Las FR mantienen
unidas y en estrecha proximidad a las regiones hipervariables de cada cadena, las cuales, junto con
las de las otras, contribuyen a la formacién del sitio de unién al antigeno de los anticuerpos (véase

Kabat y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5° edicién, Servicio de Salud Publica,

Institutos Nacionales de la Salud, Bethesda, MD. (1991)). Los dominios constantes no participan
directamente en la unién de un anticuerpo a un antigeno, pero desarrollan diversas funciones
efectoras, como la participacion del anticuerpo en la citotoxicidad con mediacién celular
dependiente de anticuerpos (ADCC).

El término “region hipervariable”, en el contexto de la presente memoria descriptiva, se
refiere a los residuos de aminoacidos de un anticuerpo responsables de la union al antigeno. La
regién hipervariable generalmente comprende residuos de aminoédcidos de una “regién de
determinacion de complementariedad” o “CDR” (por ejemplo, los residuos 24-34 (1), 50-56 (L2) y
89-97 (L3) en el Vi, y 1-35 (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3) en el Vy, Kabat y col., Sequences of

Proteins of Immunological Interest, 52 edicidn, Servicio de Salud Piblica, Institutos Nacionales de la

Salud, Bethesda, MD. (1991)) y/o aquellos residuos de un “bucle hipervariable” (por ejemplo, los
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residuos 26-32 (L1), 50-52 (L2) y91-96 (L3) enel V1, y26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) en el
Vu, Chothia y Lesk, J. Mol. Biol., 196:901-917 (1987)).

En la presente memoria descriptiva, el término “anticuerpo monoclonal” se refiere a un
anticuerpo obtenido a partir de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir,
los anticuerpos individuales que forman la poblacidn son idénticos excepto en posibles mutaciones
de formacién natural que podrian estar presentes en pequefias cantidades. Los anticuerpos
monoclonales son altamente especificos y se dirigen contra un tnico sitio antigénico. Ademas, en
contraste con las preparaciones de anticuerpos policlonales que incluyen distintos anticuerpos
dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un
solo determinante en el antigeno. Ademas de su especificidad, los anticuerpos monoclonales tienen
la ventaja de que pueden sintetizarse sin estar contaminados por otros anticuerpos. No debe
interpretarse que el modificador “monoclonal” requiera la produccién del anticuerpo mediante
cualquier método en particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales utiles en la presente
invencion pueden prepararse mediante la metodologia del hibridoma, descrita por primera vez en
Kohler y col., Nature, 256:495 (1975), o empleando métodos de ADN recombinante en células
bacterianas eucarioticas, ya sean animales o vegetales (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. n°
4.816.567). Los “anticuerpos monoclonales” también pueden aislarse a partir de bibliotecas de
anticuerpos fagicos empleando las técnicas descritas en Clackson y col., Nature, 352:624-628 (1991)
y Marks y col., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991), por ejemplo.

En la presente memoria descriptiva, los anticuerpos monoclonales incluyen anticuerpos
“quiméricos” en los cuales una parte de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homologa a las
secuencias correspondientes de anticuerpos obtenidos de una especie en particular o pertenecientes a
una clase o subclase de anticuerpos en particular, mientras que el resto de la(s) cadena(s) es idéntico
u homdlogo a las secuencias correspondientes de anticuerpos obtenidos de otras especies o
pertenecientes a otras clases o subclases de anticuerpos, asi como fragmentos de dichos anticuerpos,
siempre que exhiban la actividad bioldgica deseada (véase la patente de EE.UU. n° 4.816.567 y
Morrison y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)). Los anticuerpos quiméricos de

interés en la presente memoria descriptiva incluyen los anticuerpos “primatizados”, que comprenden
secuencias de unién al antigeno con dominios variables obtenidas de un primate no humano (por
ejemplo, el mono del Viejo Mundo, el simio, etc.) y secuencias humanas con regiones constantes.

Un anticuerpo “intacto” es aquél que comprende un sitio de unidn al antigeno, asi como un
CLy al menos los dominios constantes de las cadenas pesadas Cul, Cu2 y Cu3. Los dominios

constantes pueden ser dominios constantes de secuencia nativa (por ejemplo, dominios constantes de
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secuencia nativa humana) o una variante de la secuencia de aminoacidos de los mismos.
Preferentemente, el anticuerpo intacto tiene una o mas funciones efectoras.

Los “fragmentos de anticuerpos” comprenden una porciéon de un anticuerpo intacto,
preferentemente la region variable o de union al antigeno del mismo. Los ejemplos de fragmentos de
anticuerpos incluyen los fragmentos Fab, Fab', F(ab"), y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales (véase
la patente de EE.UU. n° 5.641.870, Ejemplo 2; Zapata y col., Protein Eng. 8(10): 1057-1062
[1995]); moléculas de anticuerpos de cadena tnica; y anticuerpos multiespecificos formados a partir
de fragmentos de anticuerpos.

La digestion con papaina de anticuerpos produce dos fragmentos idénticos de unién al
antigeno, llamados fragmentos “Fab”, y un fragmento “Fc” residual, cuyo nombre refleja su
capacidad para cristalizarse facilmente. El fragmento Fab est4 compuesto por una cadena L entera
junto con el dominio de la region variable de la cadena H (Vy), y el primer dominio constante de una
cadena pesada (Cyl). Cada fragmento Fab es monovalente en lo que respecta a 1a unién al antigeno,
es decir, que tiene un unico sitio de unién al antigeno. El tratamiento con pepsina de un anticuerpo
produce un unico fragmento F(ab'), de gran tamafio que corresponde aproximadamente a dos
fragmentos Fab con enlace disulfuro que tienen una actividad de unién al antigeno divalente y
siguen siendo capaces de establecer un enlace cruzado con el antigeno. Los fragmentos Fab’ se
diferencian de los Fab por tener algunos residuos adicionales en el extremo carboxi terminal del
dominio Cyl, incluyendo una o mas cisteinas de la regién bisagra del anticuerpo. Fab'-SH es la
designacién que se da en la presente memoria descriptiva al Fab' en el que el(los) residuo(s) de
cisteina de los dominios constantes presenta(n) un grupo tiol libre. Los fragmentos F(ab'), de
anticuerpos se producian originalmente como pares de fragmentos Fab' con cisteinas bisagra entre
ellos. También se conocen otros acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpos.

El fragmento Fc comprende las porciones carboxi terminal de ambas cadenas pesadas
mantenidas unidas por los disulfuros. Las secuencias en la region Fc, que también es la parte que
reconocen los receptores Fc (FcR) que se encuentran en ciertas clases de células, determinan las
funciones efectoras de los anticuerpos.

“Fv” es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un sitio completo de
reconocimiento y unién al antigeno. Este fragmento esta compuesto por un dimero del dominio de la
regién variable de una cadena pesada y otro de una cadena ligera en una estrecha asociacién no
covalente. A partir del plegamiento de estos dos dominios emanan seis bucles hipervariables (tres
bucles de las cadenas H y L de cada uno de ellos) que aportan los residuos de aminoécidos para la

unién al antigeno y confieren al anticuerpo la especificidad de unién al antigeno. No obstante,
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incluso un dominio variable simple (o la mitad de un Fv que comprenda unicamente tres regiones
CDR especificas para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer un antigeno y unirse a €1, aunque
con una afinidad inferior a la del sitio de unién completo.

Los “Fv de cadena unica”, abreviados también como “sFv”’ o “scFv”, son fragmentos de
anticuerpos que comprenden los dominios de anticuerpos Vy y Vi conectados a una iinica cadena de
polipéptidos. Preferentemente, el polipéptido sFv comprende también un enlazador de polipéptidos

entre los dominios Vg y VL que permite que el sFv forme la estructura deseada para la unién al

antigeno. Para una revision de los sFv, véase Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal
Antibodies, volumen 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, Nueva York, paginas 269-
315 (1994); Borrebaeck 1995, infra.

El término “diacuerpos” se refiere a pequefios fragmentos de anticuerpos preparados
mediante la construccion de fragmentos sFv (véase el parrafo anterior) con enlazadores cortos (de
entre 5 y 10 residuos) entre los dominios Vy and Vi de modo que se obtiene un emparejamiento
intercadenas en lugar de intracadenas, dando lugar a un fragmento bivalente, es decir, un fragmento
que tiene dos sitios de unidn al antigeno. Los diacuerpos biespecificos son heterodimeros de dos
fragmentos sFv “cruzados” en los cuales los dominios Vy y Vi de los dos anticuerpos estan
presentes en diferentes cadenas de polipéptidos. Los diacuerpos se describen con mas detalle en, por
ejemplo, la patente europea 404.097, el documento WO 93/11161 y Hollinger y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993).

Las formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por ejemplo, de roedores) son
anticuerpos quiméricos que contienen una secuencia minima derivada del anticuerpo no humano. En
su mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor)
en las que los residuos de una region hipervariable del receptor son sustituidos por los residuos de 1a
region hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donante), como el ratdn, la rata, el
conejo o los primates no humanos, que tenga la especificidad, afinidad y capacidad del anticuerpo
deseadas. En algunos casos, los residuos de la regién de estructura (FR) de la inmunoglobulina
humana se sustituyen por sus correspondientes residuos no humanos. Ademas, los anticuerpos
humanizados pueden comprender residuos que no se encuentren en el anticuerpo receptor o donante.
Estas modificaciones se llevan a cabo para refinar aiin mas el rendimiento del anticuerpo. En
general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos los dominios variables (o al
menos uno, y tipicamente dos) en los que todos, o sustancialmente todos, los bucles hipervariables
correspondan a los de una inmunoglobulina no humana y todas, o sustancialmente todas, las FR sean

las de una secuencia de inmunoglobulina humana. Opcionalmente, el anticuerpo humanizado
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también comprendera al menos una porcion de una region constante (Fc) de inmunoglobulina,
tipicamente humana. Para mas detalles, véase Jones y col., Nature, 321:522-525 (1986), Riechmann
y col., Nature, 332:323-329 (1988) y Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1992).

Un “anticuerpo dependiente de la especie”, por ejemplo, un anticuerpo IgE anti-humano de
un mamifero, es un anticuerpo que tiene mayor afinidad de unién a un antigeno de una primera
especie de mamiferos que un homoélogo de ese antigeno procedente de una segunda especie de
mamiferos. Normalmente, el anticuerpo dependiente de 1a especie “se une especificamente” a un
antigeno humano (es decir, que tiene un valor de afinidad de unién (Kd) de no mas de
aproximadamente 1 x 10”7 M, preferentemente de no més de aproximadamente 1 x 10® y mas
preferentemente atin de no mas de 1 x 10 M), pero tiene una afinidad de unién a un homélogo del
antigeno procedente de una segunda especie de mamiferos no humanos que es al menos
aproximadamente 50, 500 6 1.000 veces inferior a su afinidad de unién al antigeno humano. El
anticuerpo dependiente de la especie puede ser de cualquiera de las distintas clases de anticuerpos
definidos anteriormente, pero preferentemente es un anticuerpo humano o humanizado.

Un “oligopéptido que se une a un TAT” es un oligopéptido que se une, preferentemente de
forma especifica, a un polipéptido TAT, tal como se describe en la presente memoria descriptiva.
Los oligopéptidos que se unen a un TAT pueden sintetizarse quimicamente a través de métodos
conocidos de sintesis de oligopéptidos o prepararse y purificarse usando tecnologia recombinante.
Lalongitud de los oligopéptidos que se unen aun TAT es por lo general de al menos 5 aminoacidos,
alternativamente de al menos 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26,27,28,29,30,31,32,33, 34, 35,36, 37, 38,39, 40, 41, 42,43, 44, 45, 46,47, 48, 49, 50, 51, 52,
53, 54,55,56,57, 58,59, 60, 61, 62,63, 64, 65, 66, 67, 68,69, 70,71,72,73,74,75,76,77,78, 79,
80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91,92, 93,94, 95, 96, 97, 98, 99 6 100 aminoécidos o mas,
siendo estos oligopéptidos capaces de unirse, preferentemente de forma especifica, a un polipéptido
TAT, tal como se describe en la presente memoria descriptiva. Los oligopéptidos que se unen a un
TAT pueden identificarse sin excesiva experimentacion a través de técnicas bien conocidas. A este
respecto, cabe destacar que las técnicas para explorar bibliotecas de oligopéptidos a fin de encontrar
oligopéptidos capaces de unirse especificamente a un polipéptido objetivo son bien conocidas en la
materia (véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n* 5.556.762, 5.750.373, 4.708.871, 4.833.092,
5.223.409, 5.403.484, 5.571.689, 5.663.143; las publicaciones del PCT n”* WO 84/03506 y
WO084/03564; Geysen y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 81:3998-4002 (1984); Geysen y col.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82:178-182 (1985); Geysen y col., en Synthetic Peptides as Antigens,
130-149 (1986); Geysen y col., J. Immunol. Meth., 102:259-274 (1987); Schoofs y col., J. Immunol.,
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140:611-616 (1988), Cwirla, S. E. y col. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378; Lowman,
H.B. y col. (1991) Biochemistry, 30:10832; Clackson, T. y col. (1991) Nature, 352: 624; Marks, J.
D. y col. (1991), J. Mol. Biol., 222:581; Kang, A.S. y col. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
88:8363, y Smith, G. P. (1991) Current Opin. Biotechnol., 2:668).

Una “molécula organica que se une a un TAT” es una molécula organica distinta de un
oligopéptido o anticuerpo, tal como se define en la presente memoria descriptiva, que se une,
preferentemente de forma especifica, a un polipéptido TAT, tal como se describe en la presente
memoria descriptiva. Las moléculas organicas que se unen a un TAT pueden identificarse y
sintetizarse quimicamente a través de métodos conocidos (véase, por ejemplo, las publicaciones del
PCT n”® W000/00823 y W000/39585). El tamatfio de las moléculas orgéanicas que se unenaun TAT
es normalmente inferior a los 2.000 daltons, alternativamente inferior a unos 1.500, 750, 500,250 6
200 daltons, y dichas moléculas organicas capaces de unirse, preferentemente de forma especifica, a
un polipéptido TAT, tal como se describe en la presente memoria descriptiva, pueden identificarse
sin excesiva experimentacion a través de técnicas bien conocidas. A este respecto, cabe destacar que
las técnicas para explorar bibliotecas de moléculas organicas a fin de encontrar moléculas capaces de
unirse a un polipéptido objetivo son bien conocidas en la materia (véase, por ejemplo, las
publicaciones del PCT n® W(000/00823 y W000/39585).

Un anticuerpo, un oligopéptido u otra molécula organica “que se une” a un antigeno de
interés, por ejemplo, un objetivo antigeno polipéptido asociado al tumor, es aquél que se une al
antigeno con suficiente afinidad para que el anticuerpo, el oligopéptido u otra molécula orgénica sea
util como agente de diagnodstico y/o terapéutico al marcar como objetivo una célula o un tejido que
exprese el antigeno, sin establecer una reaccion cruzada significativa con otras proteinas. En tales
realizaciones, el alcance de la union del anticuerpo, el oligopéptido u otra molécula organica a una
proteina “no objetivo” sera aproximadamente inferior al 10% del grado de unién del anticuerpo, €l
oligopéptido u otra molécula orgéanica a su proteina objetivo particular, tal como se ha determinado
mediante los analisis de clasificacién celular activada por fluorescencia (FACS) o los sistemas de
radioinmunoprecipitacién (RIA). Con respecto a la unién de un anticuerpo, un oligopéptido u otra
molécula orgénica a una molécula objetivo, el término “unidn especifica”, “se une especificamente
a” o es “especifico para” un polipéptido particular, o un epitopo en un polipéptido objetivo
determinado, significa que la unién es sensiblemente diferente a la de una interaccién no especifica.
La unién especifica puede medirse, por ejemplo, determinando la unién de una molécula en
comparacién con la unién de una molécula de control, que por lo general es una molécula de

estructura similar que no tiene actividad de unién. Por ejemplo, la unidén especifica puede
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determinarse mediante la competencia con una molécula de control que sea similar al objetivo, por
ejemplo, el excedente de un objetivo no marcado. En este caso, 1a unidn especifica se indica si el
excedente de un objetivo no marcado inhibe de forma competitiva la unidn del objetivo marcado a
una sonda. El término “unidn especifica”, “se une especificamente a” o es “especifico para” un
polipéptido particular, o un epitopo en un polipéptido objetivo determinado, tal como se emplea en
la presente memoria descriptiva, puede presentarse, por ¢jemplo, mediante una molécula que tiene
un Kd para el objetivo de al menos aproximadamente 10* M, y alternativamente de al menos
aproximadamente 10°M, 10° M, 107 M, 10° M, 10°M, 10"°M, 10" M, 10" M o mas. En una
realizacion, el término "union especifica” se refiere a la unién en la que una molécula se une a un
polipéptido particular, o un epitopo en un polipéptido determinado, sin unirse sustancialmente a
ningun otro polipéptido o epitopo de polipéptido.

Un anticuerpo, un oligopéptido u otra molécula organica que “inhiba el crecimiento de
células tumorales que expresen un polipéptido TAT” o sea un “inhibidor del crecimiento” es aquél
que resulta en una inhibiciéon mensurable del crecimiento de células cancerosas que expresen o
sobreexpresen el polipéptido TAT correspondiente. El polipéptido TAT puede ser un polipéptido
transmembrana que se exprese en la superficie de una célula cancerosa o un polipéptido producido y
secretado por una célula cancerosa. Los anticuerpos anti-TAT, los oligopéptidos o las moléculas
organicas inhibidores del crecimiento preferentes inhiben el crecimiento de células tumorales que
expresen un TAT en un grado superior al 20%, preferentemente entre un 20 y un 50%
aproximadamente, y, con mayor preferencia, superior al 50% (por ejemplo, entre el 50 y el 100%
aproximadamente), en comparacion con el control correspondiente, que suele ser un grupo de
células cancerosas no tratadas con el anticuerpo, el oligopéptido u otra molécula orgénica que se esté
probando. En una realizacion, la inhibicion del crecimiento se puede medir a una concentracion del
anticuerpo comprendida entre unos 0,1 y 30 ug/ml o unos 0,5 nM y 200 nM en cultivo celular,
donde la inhibicion del crecimiento se determina entre 1 y 10 dias tras la exposicion de las células
tumorales al anticuerpo. La inhibicién del crecimiento de las células tumorales in vivo se puede
determinar de formas diversas como se describe mas adelante en la seccién Ejemplos
experimentales. El anticuerpo es un inhibidor del crecimiento in vivo si la administracién del
anticuerpo anti-TAT, a concentraciones comprendidas aproximadamente entre 1 pg/kg y 100 mg/kg
de peso corporal, da lugar a la reduccién del tamafio del tumor o de la proliferacion celular entre
unos 5 dias y 3 meses después de la primera administracion del anticuerpo, preferentemente entre

unos 5 y 30 dias.
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Un anticuerpo, un oligopéptido u otra molécula organica que “induce la apoptosis” es aquél
que induce la muerte celular programada tal como se determina mediante la unién de anexina V, la
fragmentacion del ADN, la contraccion de las células, la dilatacién del reticulo endoplasmico, la
fragmentacion celular y/o la formacién de vesiculas en la membrana (llamadas cuerpos apoptéticos).
La célula es normalmente una que sobreexprese un polipeptido TAT. Preferentemente, la celula es
una célula tumoral, por ejemplo, una célula de la prostata, el seno, el ovario, el estdmago, el
endometrio, el pulmdn, el rifién, el colon o la vejiga. Existen diversos procedimientos para evaluar
los sucesos celulares asociados a la apoptosis. Por ejemplo, la translocacion de la fosfatidil serina
(PS) puede medirse mediante la unidon de anexina, la fragmentacidon del ADN puede evaluarse a
través de su escalonamiento y la condensacién nuclear o de cromatina, junto con la fragmentacién
del ADN, puede evaluarse por cualquier aumento de las células hipodiploides. Preferentemente, el
anticuerpo, el oligopéptido u otra molécula organica que induce la apoptosis es aquél que desarrolla
un nivel de induccién de la unién de anexina superior entre 2 y 50 veces, preferentemente entre 5 y
50 veces, y mas preferentemente entre 10 y 50 veces, en comparacion con las células no tratadas en
un ensayb de unién de anexina.

Las “funciones efectoras" de un anticuerpo hacen referencia a aquellas actividades biologicas
atribuibles a la region Fc (la region Fc de una secuencia nativa o de una variante de una secuencia de
aminoacidos) de un anticuerpo y varian con el isotipo del anticuerpo. Los ejemplos de funciones
efectoras de un anticuerpo incluyen: La unién a Clq y la citotoxicidad dependiente de
complementos, la union a receptores de Fc, la citotoxicidad con mediacién celular dependiente de
anticuerpos (ADCC), 1a fagocitosis, la regulacion a la baja de los receptores en la superficie celular
(por ejemplo, el receptor de células B) y la activacion de las células B.

La “citotoxicidad con mediacion celular dependiente de anticuerpos” o “ADCC” se refiere a
una forma de citotoxicidad en la cual una Ig secretada y unida a los receptores de Fc (FcRs)
presentes en determinadas células citotdxicas (por ejemplo, células asesinas naturales (NK),
neutrofilos y macrofagos) posibilita que estas células efectoras citotdxicas se unan de forma
especifica a una célula objetivo que porte un antigeno y, posteriormente, la destruyan con
citotoxinas. Los anticuerpos “arman” a las células citotoxicas y son absolutamente necesarios para
dicha destruccién. Las células principales para mediar en la ADCC, es decir, las células NK, s6lo
expresan FcyRIII, mientras que los monocitos expresan FcyRI, FcyRIl y FeyRIIL La expresion del
FcR en células hematopoyéticas se resume en la Tabla 3 de la pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu.
Rev. Immunol., 9:457-92 (1991). A fin de evaluar la actividad de ADCC de una molécula de interés,

se puede realizar un ensayo de ADCC in vitro, como el que se describe en las patentes de EE.UU.
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n> 5.500.362 6 5.821.337. Entre las células efectoras ttiles para estos ensayos se incluyen las células
mononucleares de la sangre periférica (PBMC) y las asesinas naturales (NK). Como alternativa, o
- adicionalmente, la actividad de ADCC de la molécula de interés puede evaluarse in vivo, por
. ejemplo, en un modelo animal como el que se detalla en Clynes y col., (USA) 95:652-656 (1998).

El término “receptor de Fc” o “FcR” describe un receptor que se une a la regién Fc de un
anticuerpo. El FcR preferente es un FcR humano con secuencia nativa. Ademas, un FcR preferente
es aquél que se une a un anticuerpo IgG (un receptor gamma) e incluye receptores de las subclases
FcRI, FeyRID y FeyRITI, incluidas las variantes alélicas y las formas enlazadas alternativamente de
estos receptores. Los receptores FcyRII incluyen el FcyRIIA (un “receptor activador”) y el FcyRIIB
(un “receptor inhibidor”), los cuales tienen secuencias de aminoacidos similares que difieren
principalmente en sus dominios citoplasmaticos. El receptor activador FcyRIIA contiene en su
dominio citoplasmatico un motivo activador inmunorreceptor basado en Ia tirosina (ITAM). El
receptor inhibidor FcyRIIB contiene en su dominio citoplasmético un motivo inhibidor
inmunorreceptor basado en la tirosina (ITIM). (véase laresefia M. en Dagron, Annu. Rev. Immunol.,
15:203-234 (1997)). En Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol., 9:457-492 (1991), Capel y col.,
Immunomethods, 4:25-34 (1994) y de Haas y col., J. Lab. Clin. Med., 126:330-41 (1995) también se

analizan los FcR. Otros FcR, incluyendo aquéllos que se identifiquen en el futuro, se engloban bajo
el término “FcR” empleado en la presente memoria descriptiva. Este término también incluye el
receptor neonatal, FcRn, responsable de la transferencia de los IgG maternos al feto (Guyer y col., J.
Immunol., 117:587 (1976) y Kim y col., J. Immunol., 24:249 (1994)).

Las “células efectoras humanas” son leucocitos que expresan uno o mas FcR y realizan
funciones efectoras. Preferentemente, las células expresan al menos el FcyRIII y realizan la funcién
efectora de ADCC. Ejemplos de leucocitos humanos que median en la ADCC serian las cé€lulas
mononucleares de la sangre periférica (PBMC), las células asesinas naturales (NK), los monocitos,
las células T citotdxicas y los neutréfilos, siendo las PBMC y las NK las células preferentes. Las
células efectoras se pueden aislar de una fuente nativa, por ejemplo, de la sangre.

La “citotoxicidad dependiente de complementos” o “CDC” se refiere a la lisis de una célula
objetivo en presencia del complemento. La activacion de la via clasica del complemento se inicia
por la unién del primer componente del sistema del complemento (C1q) a los anticuerpos (de la
subclase apropiada) que estin unidos a su antigeno cognado. A fin de evaluar la activacién del
complemento, se puede efectuar un ensayo de CDC, por ejemplo, tal como se describe en Gazzano-

Santoro y col., J. Immunol. Methods, 202:163 (1996).
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Los términos “cancer” y “canceroso” describen o se refieren al estado fisioldgico de los
mamiferos tipicamente caracterizado por un crecimiento celular no regulado. Entre los ejemplos de
cancer se incluyen, pero no se limitan a, el carcinoma, el linfoma, el blastoma, el sarcoma y la
leucemia o las neoplasias linfoides. Ejemplos mas concretos de estas clases de cancer serian €l
céncer de células escamosas (por ejemplo, el cancer de células escamosas epiteliales), el cancer de
pulmoén (incluyendo el cancer de células pulmonares pequefias, el cancer de células pulmonares no
pequefias, el adenocarcinoma pulmonar y el carcinoma pulmonar escamoso), el cancer de peritoneo,
el cancer hepatocelular, el cancer gastrico o estomacal (incluyendo el cancer gastrointestinal), el
cancer pancreatico, el glioblastoma, el cancer cervical, el cancer de ovario, el cancer de higado, el
cancer de vejiga, el cancer del tracto urinario, el hepatoma, el cancer de mama, el cancer de colon, el
cancer rectal, el cancer colorrectal, el carcinoma endometrial o uterino, el carcinoma de las glandulas
salivares, €l cancer de rifion o renal, el cancer de prostata, el cancer vulval, el cancer de tiroides, el
carcinoma hepatico, el carcinoma anal, el carcinoma de pene, el melanoma, el mieloma multiple y el
linfoma de células B, el cancer de cerebro, asi como el de cabeza y cuello, y metastasis asociadas.

Los términos “trastorno celular proliferativo” y “trastorno proliferativo” se refieren a
trastornos asociados a algun grado de proliferacion celular andmala. En una realizacion, el trastorno
celular proliferativo es cancer.

En la presente memoria descriptiva, el término “tumor” se refiere a todo crecimiento y
proliferacién celular neoplasico, tanto benigno como maligno, asi como todos los tejidos y las
células cancerosos y precancerosos.

Un anticuerpo, un oligopéptido u otra molécula organica que “induce la muerte celular” es
aquél que convierte una célula viable en inviable. La célula es una que expresa un polipéptido TAT,
y preferentemente que lo sobreexprese, en comparacion con una célula normal de 1a misma clase de
tejido. El polipéptido TAT puede ser un polipéptido transmembrana que se exprese en la superficie
de una célula cancerosa o un polipéptido producido y secretado por una célula cancerosa.
Preferentemente, la célula es una célula cancerosa, por ejemplo, una célula del seno, el ovario, el
estdmago, el endometrio, 1a glandula salivar, el pulmon, el higado, el colon, el tiroides, el pancreas o
la vejiga. La muerte celular in vitro se puede determinar en ausencia de células inmunoefectoras y de
complemento a fin de distinguir si la muerte celular se ha inducido por citotoxicidad con mediacién
celular dependiente de anticuerpos (ADCC) o citotoxicidad dependiente de complementos (CDC).
Por tanto, el ensayo de deteccién de muerte celular se puede llevar a cabo utilizando suero
desactivado por calor (es decir, en ausencia de complemento) y en ausencia de células

inmunoefectoras. Para determinar si €l anticuerpo, el oligopéptido u otra molécula organica tiene
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capacidad para inducir la muerte celular se puede evaluar la pérdida de la integridad de la membrana
mediante evaluacion de la absorcion de yoduro de propidio (PI), azul tripan (véase Moore y col.,

Cytotechnology 17:1-11 (1995)) o 7AAD con respecto a células no tratadas. Los anticuerpos

inductores de la muerte celular, oligopéptidos u otras moléculas orgénicas preferentes son los que
inducen la absorcion de PI en ¢l ensayo de absorcion de PI en células BT474.

Una “célula que expresa un TAT” es una célula que expresa un polipéptido TAT endégeno o
transfectado bien en la superficie celular o de forma secretada. Un “cancer que expresa un TAT” es
un cancer que contiene células con un polipéptido TAT presente en la superficie celular o que
producen y secretan un polipéptido TAT. Opcionalmente, un “cancer que expresa un TAT” produce
niveles suficientes de polipéptidos TAT en la superficie de sus células, de modo que un anticuerpo
anti-TAT, un oligopéptido u otra molécula orgénica pueda unirsele y proporcionarle un efecto
terapéutico. En otra realizacion, un “céncer que expresa un TAT” opcionalmente produce y secreta
niveles suficientes de polipéptidos TAT en la superficie de sus células, de modo que un anticuerpo
anti-TAT, un oligopéptido u otra molécula organica antagonista pueda unirsele y proporcionarle un
efecto terapéutico. Con relacidn a este ultimo caso, el antagonista puede ser un oligonucledtido
antisentido que reduce, inhibe o previene la produccion y secrecion del polipéptido TAT que las
células tumorales secretan. Un cancer que “sobreexpresa” un polipéptido TAT es aquél que tiene
niveles significativamente superiores de polipéptidos TAT en la superficie de sus c¢lulas, o produce
y secreta, en comparacion con una célula no cancerosa de la misma clase de tejido. Dicha
sobreexpresion puede estar causada por una amplificacion génica o un aumento de la transcripcién o
traduccion. La sobreexpresion de los polipéptidos TAT puede determinarse en un ensayo de
diagndstico o prognosis evaluando el aumento de los niveles de la proteina TAT presente en la
superficie de una célula, o que la propia célula ha secretado (por ejemplo, a través de un ensayo
inmunohistoquimico usando anticuerpos anti-TAT preparados para actuar contra un polipéptido
TAT aislado mediante tecnologia de ADN recombinante a partir de un 4cido nucleico aislado que
codifica el polipéptido TAT, o analisis FACS, etc.). Como alternativa, o adicionalmente, se pueden
medir los niveles en la célula del 4cido nucleico que codifica el polipéptido TAT o el ARNm, por
ejemplo, a través de hibridacion fluorescente in situ empleando una sonda basada en 4acidos
nucleicos correspondiente a un acido nucleico que codifique un TAT o el complemento del mismo
(FISH; véase el documento WQ98/45479 publicado en octubre de 1998), o las técnicas de “Southern
blot”, “Northern blot” o reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), como por ejemplo la PCR
~ cuantitativa en tiempo real (RT-PCR). También se puede estudiar la sobreexpresion del polipéptido

TAT midiendo el antigeno vertido en un fluido biolégico como el suero, por ejemplo, utilizando
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ensayos basados en anticuerpos (véase también la patente de EE.UU. n° 4.933.294 concedida el 12
de junio de 1990, el documento W091/05264 publicado el 18 de abril de 1991, la patente de
EE.UU. n°® 5.401.638 concedida el 28 de marzo de 1995 y Sias y col., J. Immunol. Methods, 132:

73-80 (1990)). Aparte de los anteriores ensayos, el experto en la materia también dispone de
diversos ensayos in vivo. Por ejemplo, se puede exponer células del cuerpo del paciente a un
anticuerpo que esté opcionalmente marcado con un marcador detectable, por ejemplo, un is6topo
radiactivo, y evaluar la unién del anticuerpo a dichas células, por ejemplo, mediante la exploracion
externa por radiactividad o analizando una biopsia tomada de un paciente previamente expuesto al
anticuerpo.

Tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva, el término “inmunoadhesina”
designa moléculas parecidas a anticuerpos que combinan la especificidad de unién de una proteina
heteréloga (una “adhesina”) con las funciones efectoras de los dominios constantes de
inmunoglobulina. Estructuralmente, las inmunoadhesinas comprenden la fusion de una secuencia de
aminoacidos que tenga la especificidad de unién deseada, y que no sea el reconocimiento de un
antigeno ni el sitio de unién de un anticuerpo (es decir, que sea “heter6logo’) con una secuencia del
dominio constante de inmunoglobulina. La porcién de adhesina de una molécula de inmunoadhesina
es, generalmente, una secuencia de aminoacidos contiguos que comprende al menos el sitio de unién
de un receptor o ligando. La secuencia del dominio constante de inmunoglobulina en la
inmunoadhesina puede obtenerse a partir de cualquier inmunoglobulina, como por ejemplo las
subclases IgG-1, IgG-2, IgG-3 o IgG-4, IgA (incluyendo IgA-1 e IgA-2), IgE, IgD o IgM.

En la presente memoria descriptiva, el término “marcador” se refiere a un compuesto o una
composicion detectable que se conjuga directa o indirectamente con el anticuerpo, oligopéptido u
otra molécula orginica para generar un anticuerpo, oligopéptido u otra molécula organica
“marcado”. El marcador puede ser detectable por si mismo (por ejemplo, marcadores de is6topos
radioactivos o fluorescentes) o, en el caso de un marcador enzimatico, puede catalizar la alteracién
quimica de un compuesto o una composicion sustrato que sea detectable.

El término “agente citotdxico”, en el contexto de la presente memoria descriptiva, se refiere
a una sustancia que inhibe o evita la funcién de las células y/o causa su destruccioén. El término
pretende incluir isétopos radiactivos (por ejemplo, At 1, | A L Y9°, Re!86, Re'® Sm'3, Bi?'?, p*
y los isétopos radiactivos de Lu), agentes quimioterapéuticos, enzimas y fragmentos de éstas como
enzimas nucleoliticas, antibidticos y toxinas como las de molécula pequefia o con actividad
enzimatica de origen bacteriano, fiingico, vegetal o animal, incluyendo los fragmentos y/o las

variantes de las mismas y los diversos agentes antitumorales o antineoplasicos detallados mas
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adelante. Otros agentes citotoxicos se describen mas adelante. Un agente tumoricida ocasiona la
destruccion de las células tumorales.

Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico util para el tratamiento del cancer.
Ejemplos de agentes quimioterapéuticos serian los agentes alquilantes como la tiotepa y la
ciclofosfamida (CYTOXAN®); los sulfonatos de alquilo como el busulfan, el improsulfan y el
piposulfan; las aziridinas como la benzodopa, la carboquona, la meturedopa y la uredopa; las
etiloniminas y metilamelaminas incluyendo la altretamina, la trietilenomelamina, la
. trietilenofosforamida, la trietilenotiofosforamida y la trimetilolomelamina; los acetogeninos (en
especial, el bullatacin y la bullatacinona); el delta-9-tetrahidrocanabinol (dronabinol, MARINOL®);
la beta-lapachona; el lapachol; las colchicinas; el acido betulinico, una camptotecina (incluyendo el
topotecan anélogo sintético (HYCAMTIN®), el CPT-11 (irinotecan, CAMPTOSAR®), la
acetilcamptotecina, la escopolectina y la 9-aminocamptotecina); la briostatina; la callistatina; el CC-
1065 (incluyendo sus anélogos sintéticos adocelesina, carcelesina y bicelesina); la podofilotoxina; el
acido podofilinico; la teniposida; las criptoficinas (particularmente la criptoficina 1 y la 8); la
dolastatina; la duocarmicina (incluyendo los analogos sintéticos KW-2189 y CB1-TM1); la
eleuterobina; la pancratistatina; una sarcodictina; la espongistatina; las mostazas nitrogenadas como
el clorambucil, la clornafacina, la colofosfamida, la estramustina, la ifosfamida, 1a mecloretamina, el
clorhidrato de 6xido de mecloretamina, el melfalan, la novembichina, la fenesterina, la
prednimustina, la trofosfamida y la uramustina; las nitrosureas como la carmustina, la clorozotocina,
la fotemustina, la lomustina, la nimustina y la ranimustina; los antibiéticos como los de enedina (por
ejemplo, la caliqueamicina, especialmente la caliqueamicina gamma 11y la omega I1 (véase, por
ejemplo, Agnew, Chem Intl. Ed. Engl.,, 33: 183-186 (1994)); la dinemicina, incluyendo la
dinemicina A; una esperamicina; el croméforo de neocarcinostatina y los croméforos de antibioticos
de enedina cromoproteina relacionados (las aclacinomisinas, la actinomicina, la autramicina, la
azaserina, las bleomicinas, la cactinomicina, la carabicina, la carminomicina, la carcinofilina, las
cromomicinas, la dactinomicina, la daunorrubicina, la detorrubicina, la 6-diazo-5-oxo-L-norleucina,
la doxorrubicina (incluyendo ADRIAMY CIN®, la morfolino-doxorrubicina, la cianomorfolino-
doxorrubicina, la 2-pirrolino-doxorrubicina y la desoxidoxorrubicina), la epirrubicina, la
esorrubicina, la idarrubicina, la marcelomicina, las mitomicinas como la mitomicina C, el acido
micofendlico, la nogalamicina, las olivomicinas, la peplomicina, la potfiromicina, la puromicina, la
quelamicina, la rodorrubicina, la estreptonigrina, la estreptozocina, la tubercidina, el ubenimex, la
cinostatina y la zorrubicina); los antimetabolitos como el metotrexato y el 5-fluorouracilo (5-FU);

los analogos del acido félico como la denopterina, el metotrexato, la teropterina y el trimetrexato;
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los analogos de la purina como la fludarabina, la 6-mercaptopurina, la tiamiprina y la tioguanina; los
analogos de la pirimidina como la ancitabina, la azacitidina, la 6-azauridina, el carmofur, la
citarabina, la didesoxiuridina, la doxifluridina, la enocitabina y la floxuridina; los andrégenos como
la calusterona, el propionato de dromostanolona, el epitiostanol, el mepitiostano, la testolactona los
antiadrenérgicos como la aminoglutetimida, el mitotano y el trilostano; un reabastecedor del 4cido
félico como el 4cido folinico; la aceglatona; el glucdsido aldofosfamida; el 4cido aminolevulinico; el
eniluracilo; la amsacrina; el bestrabucil; el bisantreno; el edatraxato; la defofamina; la demecolcina;
la diaziquona; la elfornitina; el acetato de eliptinio; una epotilona; el etoglicido; el nitrato de galio;
la hidroxiurea; el lentindn; la lonidainina; los maitansinoides como la maitansina y las
ansamitocinas; la mitoguazona; la mitoxantrona; el mopidanmol; la nitraerina; el pentostatin; el
fenamet; la pirarrubicina; la losoxantrona; la 2-etilhidracida; la procarbacina; el complejo
polisacérido PSK® (JHS Natural Products, Eugene, OR); el razoxano; la rizoxina; el sizofiran,; el
espirogermanio; el 4cido tenuazonico; la triaciquona; la 2,2',2"-triclorotrietilamina; los tricotecenos
(especialmente la toxina T-2, el verracurin A, el roridin A y la anguidina); el uretano; la vindesina
(ELDISINE®, FILDESIN®); la dacarbacina; la manomustina; el mitobronitol; el mitolactol; el
pipobromén; la gacitosina; la arabinosida ("Ara-C"); la tiotepa; los taxoides, por ejemplo, el
paclitaxel (TAXOL®) (Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J.), la formulacién de
nanoparticulas de paclitaxel mediante ingenieria de albumina libre de Cremofor (ABRAXANE™)
(American Pharmaceutical Partners, Schaumberg, Illinois) y el doxetaxel (TAXOTERE®) (Rhone-
Poulenc Rorer, Antony, Francia); el clorambucil; la gemcitabina (GEMZAR®); la 6-tioguanina; la
mercaptopurina; el metatrexato; los analogos de platino o los basados en platino como el cisplatino y
el carboplatino; la vinblastina (VELBAN®); el platino; el etopésido (VP-16); la ifosfamida; la
mitoxantrona; la vincristina (ONCOVIN®); el oxaliplatino; la leucovovina; la vinorrelbina
(NAVELBINE®); la novantrona; el edatrexato; la daunomicina; la aminopterina; el ibandronato; el
inhibidor RFS 2000 de la topoisomerasa; la difluorometilornitina (DMFO); los retinoides como el
acido retinoico; la capecitabina (XELODA®); las sales, los acidos o los derivados
farmacéuticamente aceptables de cualquiera de las sustancias anteriores, asi como las combinaciones
de una o mas de las sustancias anteriores como la CHOP, la abreviatura de una terapia combinada de
ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisolona, y la FOLFOX, la abreviatura de un
régimen de tratamiento con oxaliplatino (ELOXATINTM) combinado con 5-FU y leucovovina.
También se incluyen en esta definicion los agentes antihormonales que regulan, reducen,
bloquean o inhiben los efectos de las hormonas que pueden fomentar el crecimiento del cancer y se

presentan a menudo en la forma de un tratamiento sistémico o de aplicacién integral a todo el
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cuerpo. Estos agentes podrian ser hormonas propiamente. Los ejemplos comprenden a los
antiestrogenos y los moduladores selectivos de receptores de estrogenos (SERM), incluyendo, por
ejemplo, el tamoxifeno (también el tamoxifeno NOLVADEX®), el raloxifeno (EVISTA®), el
droloxifeno, el 4-hidroxitamoxifeno, el trioxifeno, el keoxifeno, el LY 117018, la onapristona y el
toremifeno (FARESTON®); las antiprogesteronas; los reguladores a la baja de los receptores de
estrégenos (ERD); los agentes que oprimen o cierran los ovarios, por ejemplo, los agonistas de la
hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH) como el acetato de leuprolida (LUPRON®
y ELIGARD®), el acetato de goserelina, el acetato de buserelina y la tripterelina; otros
antiandrégenos como la flutamida, la nilutamida y la bicalutamida y los inhibidores de la aromatasa
que inhiben la enzima aromatasa, encargada de regular la produccion de estrégenos en las glandulas
suprarrenales, como, por ejemplo, las 4(5)-imidazolas, la aminoglutetimida, el acetato de megestrol
(MEGASE®), el exemestano (AROMASIN®), la formestania, la fadrozola, la vorozola
(RIVISOR®), el letrozol (FEMARA®) y la anastrozola (ARIMIDEX®). Ademas, esta definicion de
los agentes quimioterapéuticos incluye los bisfosfonatos como el clodronato (por ejemplo,
BONEFOS® u OSTAC®), el etidronato (DIDROCAL®), el NE-58095, el &cido
zoledrénico/zoledronato (ZOMETA®), el alendronato (FOSAMAX®), el pamidronato
(AREDIA®), el tiludronato (SKELID®) o el risedronato (ACTONEL®), asi como la troxacitabina
(un analogo de la citosina nucledsida 1,3-dioxolano); los oligonucledtidos antisentido, en particular
los que inhiben la expresion génica en las rutas de sefializacién implicadas en la proliferacion celular
aberrante, como, por ejemplo, el PKC-alfa, el Raf, el H-Ras y el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGF-R); las vacunas como THERATOPE® y las que se aplican para terapias génicas,
por ejemplo, la ALLOVECTIN®, la LEUVECTIN® y la VAXID®) el inhibidor de la topoisomerasa
1 LURTOTECAN®; el rmRH ABARELIX®); el ditosilato de lapatinib (un inhibidor de molécula
pequefia doble de tirosincinasa del ErbB-2 y el EGFR conocido también como GW572016) y las
sales, los 4cidos o los derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de las sustancias
anteriores.

Un “agente inhibidor del crecimiento” se refiere, en el contexto de la presente memoria
descriptiva, a un compuesto o una composicion que inhibe el crecimiento de una célula,
especialmente una célula cancerosa que exprese un TAT, tanto in vitro como in vivo. Asi, €l agente
inhibidor del crecimiento puede ser uno que reduzca significativamente el porcentaje de células que
expresen un TAT en la fase S. Ejemplos de agentes inhibidores del crecimiento serian los agentes
que bloquean la progresion del ciclo celular (en un punto distinto de la fase S), como los agentes que

inducen la detencién de la G1 y la fase M. Entre los bloqueadores clasicos de la fase M se incluyen
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las vincas (vincristina y vinblastina), los taxanos y los inhibidores de la topoisomerasa II como la
doxorrubicina, la epirrubicina, la daunorrubicina, el etopdsido y la bleomicina. Esos agentes que
detienen la G1 también se desbordan en la detencion de la fase S, por ejemplo, los agentes de
alquilacién del ADN como el tamoxifeno, la prednisona, la dacarbacina, la mecloretamina, el
cisplatino, €l metotrexato, el 5-fluorouracilo y la ara-C. Puede encontrarse mas informacion al

respecto en The Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn and Israel, eds., capitulo 1, titulado “Cell

cycle regulation, oncogenes, and antineoplastic drugs” (Regulacidn del ciclo celular, oncogenes y
farmacos antineoplasicos) por Murakami y col. (WB Saunders: Philadelphia, 1995), especially p. 13.
The taxanes (paclitaxel and docetaxel) are anticancer drugs both derived from the yew
tree.Filadelfia, 1995), especialmente en la pagina 13. Los taxanos (paclitaxel y docetaxel) son
medicamentos anticancer derivados ambos del tejo. El docetaxel (TAXOTERE®, Rhone-Poulenc
Rorer) se deriva del tejo europeo y es un analogo semisintético del paclitaxel (TAXOL®, Bristol-
Myers Squibb). El paclitaxel y el docetaxel promueven, a partir de dimeros de tubulina, la unién de
microtubulos y los estabilizan evitando la despolimerizacién, que ocasiona la inhibicién de la
mitosis celular.

La “doxorrubicina” es un antibidtico de antraciclina. El nombre quimico completo de la
doxorrubicina  es (8S-cis)-10-[(3-amino-2,3,6-trideoxi-o~L-lixo-hexapiranosil)oxi]-7,8,9,10-
tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-8-(hidroxiacetil)-1-metoxi-5,12-naftacenediona.

El término “citoquina” denomina de forna genérica aquellas proteinas, liberadas por una
poblacion de células, que actiian sobre otra célula como mediadores intercelulares. Ejemplos de tales
citoquinas son las linfoquinas, las monoquinas y las hormonas polipeptidicas tradicionales. Las
citoquinas también incluyen hormonas del crecimiento como 1a hormona humana del crecimiento, la
hormona humana del crecimiento N-metionilo y la hormona bovina del crecimiento, la hormona
paratiroidea, la tiroxina, la insulina, la proinsulina, la relaxina, la prorrelaxina, las hormonas
glicoproteicas como la hormona estimuladora del foliculo (FSH), la hormona estimuladora del
tiroides (TSH) y la hormona luteinizante (LH), el factor del crecimiento hepatico, el factor del
crecimiento fibroblastico, la prolactina, el lactdgeno placentario, los factores oy 8 de la necrosis
tumoral, las sustancias de inhibicién mulleriana, los péptidos asociados a la gonadotropina de los
ratones, la inhibina, la activina, el factor del crecimiento endotelial vascular, la integrina, la
trombopoyetina (TPO), los factores del crecimiento nervioso como el NGF-g, el factor del
crecimiento plaquetario, los factores del crecimiento transformador (TGF) como el TGF-aty el TGF-
B, los factores 1 y II del crecimiento similar a la insulina, la eritropoyetina (EPO), los factores

osteoinductivos, los interferones como el interferén-c, -3y -, los factores de estimulacion colonial
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(CSF) como el CSF macréfago (M-CSF), el CSF granulocito macréfago (GM-CSF) y el CSF
granulocito (G-CSF), las interleuquinas (IL) como la IL-1,1aIl-1a,laIl-2,1aIL-3, laIL-4, laIL-5,
laIL-6,laIL-7,1aIL-8,1a IL-9, laIL-11 y laIL-12, un factor de necrosis tumoral como el TNF-ao
el TNF-B y otros factores polipéptidos incluyendo el LIF y el ligando de kit (KL). En el contexto de
la presente memoria descriptiva, el término citoquina incluye proteinas de fuentes naturales o
cultivos de células recombinantes y equivalentes bioldégicamente activos de las citoquinas con
secuencia nativa.

El término “prospecto” se utiliza para hacer referencia a las instrucciones habitualmente
incluidas en los envases comerciales de los productos terapéuticos, las cuales contienen informacién
sobre las indicaciones, el uso, la posologia, la administracion, las contraindicaciones y/o las

advertencias de uso de dichos productos terapéuticos.

68



0

0; J (joker) match

* match with stop is _M; stop-stop

*/

* C-C increased from 12 to 15

* Z is average of EQ
* B is average of ND

Tabla 1

/*
*

/* value of a match with a stop */
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/*

*/

#include <stdio.h>
#include <ctype.h>
#define MAXJIMP
#define MAXGAP
#define JMPS
#define MX
#define DMAT
#define DMIS
#define DINSO
#define DINS1
#define PINSO
#define PINS1

struct jmp {

Tabla 1 (cont’)

16 /* max jumps in a diag */

24 /* don't continue to penalize gaps larger than this */
1024 /* max jmps in an path */

4 /* save if there's at least MX-1 bases since last jmp */

/* value of matching bases */

/* penalty for mismatched bases */
/* penalty for a gap */

/* penalty per base */

/* penalty for a gap */

/* penalty per residue */

DO — 00 O W

n[MAXJIMP]; /* size of jmp (neg for dely) */ |
unsigned short

score;
offset;
jmp;

struct jmp  jp;

short

|5

struct diag {
int
long
short

%

struct path {
int
short
int

¥

char

char

char

char

int

int

int

int

int

int

int

int

int

SpC;
n{JMPS];
x[JMPS];

*ofile;
*namex[2];
*prog;
*seqx[2];
dmax;
dmax0;
dna;
endgaps;
gapx, gapy;
lenO, lenl;
ngapx, ngapy;

x[MAXIMP]; /* base no. of jmp in seq x */
/* limits seq to 2°16 -1 */

/* score at last jmp */

/* offset of prev block */
/* current jmp index */
/* list of jmps */

/* number of leading spaces */
/* size of yjmp (gap) */
/* loc of jmp (last elem before gap) */

/* output file name */
/* seq names: getseqs() */
/* prog name for err msgs */
/* seqs: getseqs() */
/* best diag: nw() */
/* final diag */
/* set if dna: main() */
/* set if penalizing end gaps */
/* total gaps in seqs */
/* seq lens */
/* total size of gaps */
/* max score: nw() */
/* bitmap for matching */
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long
struct diag
struct path

char
char

offset; /* current offset in jmp file */
*dx; /* holds diagonals */
pp[2]; /* holds path for seqs */

*calloc(), *malloc(), *index(), *strcpy();
*getseq(), *g_calloc();
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Tabla 1 (cont’)

/* Needleman-Wunsch alignment program

sk

* usage: progs filel file2

where filel and file2 are two dna or two protein sequences.

The sequences can be in upper- or lower-case an may contain ambiguity
Any lines beginning with ';', >' or '<' are ignored

Max file length is 65535 (limited by unsigned short x in the jmp struct)

A sequence with 1/3 or more of its elements ACGTU is assumed to be DNA
Output is in the file "align.out"

*

* X X ¥ ¥

*

* The program may create a tmp file in /tmp to hold info about traceback.
* Original version developed under BSD 4.3 on a vax 8650

*/

#include "nw.h"

#include "day.h"

static _dbval[26] = {
1,14,2,13,0,0,4,11,0,0,12,0,3,15,0,0,0,5,6,8,8,7,9,0,10,0
¥

static _pbval[26] = {
1, 2j(1<<('D'-'A"))|(1<<(N'-'A"), 4, 8, 16, 32, 64,
128, 256, OxFFFFFFF, 1<<10, 1<<11, 1<<12, 1<<13, 1<<14,
1<<15, 1<<16, 1<<17, 1<<18, 1<<19, 1<<20, 1<<21, 1<<22,
1<<23, 1<<24, 1<<L25|(1<<(E-"AN(1<<('Q-'A")

3

main(ac, av) main
int ac;
char *av{];

{

prog = av[0];

if (ac 1=3) {
fprintf(stderr,"usage: %s filel file2\n", prog);
fprintf(stderr,"where filel and file2 are two dna or two protein sequences.\n");
fprintf(stderr,"The sequences can be in upper- or lower-case\n");
fprintf(stderr," Any lines beginning with ';' or '<' are ignored\n");
fprintf(stderr,"Output is in the file \"align.out\"\n");
exit(1);

}

namex[0] = av[1];

namex[1] = av[2];

seqx|0] = getseq(namex[0], &len0);

seqx[1] = getseq(namex[1], &lenl);

xbm = (dna)? dbval : pbval;

endgaps = 0; /* 1 to penalize endgaps */
ofile = "align.out"; /* output file */
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nw();
readjmps();
print();

cleanup(0);

/* fill in the matrix, get the possible jmps */
/* get the actual jmps */
/* print stats, alignment */

/* unlink any tmp files */}
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Tabla 1 (cont’)

/* do the alignment, return best score: main()

* dna: values in Fitch and Smith, PNAS, 80, 1382-1386, 1983

* pro: PAM 250 values

* When scores are equal, we prefer mismatches to any gap, prefer
* a new gap to extending an ongoing gap, and prefer a gap in seqx
* to a gap in seq y.

*/

nw()

{
char *px, *py; /* seqs and ptrs */
int *ndely, *dely; /* keep track of dely */
int ndelx, delx; /* keep track of delx */
int *tmp; /* for swapping row0, row1 */
int mis; /* score for each type */
int ins0, insi; /* insertion penalties */
register id; /* diagonal index */
register ij; /* jmp index */
register *col0, *coll; /* score for curr, last row */
register XX, YY; /* index into seqs */

dx = (struct diag *)g_calloc("to get diags", lenO+lenl+1, sizeof(struct diag));
ndely = (int *)g_calloc("to get ndely", len1+1, sizeof(int));
dely = (int *)g_calloc("to get dely", lenl+1, sizeof(int));
col0 = (int *)g_calloc("to get col0", len1+1, sizeof(int));
coll = (int *)g_calloc("to get coll", len1+1, sizeof(int));
ins0 = (dna)? DINSO : PINSO;
ins1 = (dna)? DINS1 : PINS1;
smax = -10000;
if (endgaps) {
for (col0[0] = dely[0] = -ins0, yy = 1; yy <=lenl; yy++) {
col0[yy] = dely[yy] = colO[yy-1] - ins1;
} ndely[yy] = yy;
col0[0] =0; /* Waterman Bull Math Biol 84 */
}
else
for (yy = 1; yy <=lenl; yy++)
dely[yy] = -ins0;
/* fill in match matrix
*/
for (px = seqx[0], xx = 1; xx <= len0; px++, xx++) {
" /* initialize first entry in col
*/
if (endgaps) {
if(xx==1)
col1[0] = delx = -(insO+ins1);
else
col1{0] = delx = co0l0[0] - ins1;
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else {

ndelx = xx;

coll[0] =0;
delx = -ins0;
ndelx = 0;
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Tabla 1 (cont’)

for (py = seqx[1], yy = 1; yy <= lenl; py++, yy++) {
mis = col0fyy-1];
if (dna)
mis += (xbm[*px-'A'|&xbm[*py-'A"])? DMAT
else
mis +=_day[*px-'A"][*py-'A"];

/* update penalty for del in x seq;
* favor new del over ongong del
* ignore MAXGAP if weighting endgaps
*/
if (endgaps || ndely[yy] < MAXGAP) {
if (colO[yy] - insO >= dely[yy]) {
dely[yy] = colOfyy] - (insO+ins1);
ndely[yy] = 1;
} else {
dely[yy] = ins1;
ndely[yy]++;
}
} else {
if (colO[yy] - (insO+ins1) >= dely[yy]) {
dely[yy] = col0[yy] - (insO+ins1);
ndely[yy] = 1;
} else
ndely[yy]++;

}

/* update penalty for del in y seq;
* favor new del over ongong del
*/
if (endgaps || ndelx < MAXGAP) {
if (coll[yy-1] - ins0 >= delx) {
delx = coll[yy-1] - (insO-+insl);
ndelx = 1;
} else {
delx = insl;
ndelx++;
}
} else §{
if (coll[yy-1] - (insO+ins1) >= delx) {
delx = coll[yy-1] - (insO+insl);
ndelx = 1;
} else
ndelx++;

}

/* pick the maximum score; we're favoring
* mis over any del and delx over dely
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*/

id=xx-yy+lenl - 1;
if (mis >= delx && mis >= dely[yy])
coll[yy] = mis;
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Tabla 1 (cont’)
else if (delx >= dely[yy]) {

coll[yy] = delx;
ij = dx[id].ijmp;
if (dx[id}.jp.n[0] && (!dna || (ndelx >= MAXJMP
&& xx > dx[id].jp-x[ij]+MX) || mis > dx[id].score+DINS0)) {
dx[id].ijmp++;
if (++ij >= MAXIMP) {
writejmps(id);
ij = dx[id].ijmp = 0;
dx[id].offset = offset;
offset += sizeof(struct jmp) + sizeof(offset);

}
}
dx[id].jp.n[1j] = ndelx;
dx[id] jp-x[ij] = xx;
dx[id].score = delx;
}
else {
coll[yy] = delylyyl;
1j = dx[id].ijmp;
if (dx[id].jp.n[0] && (!dna || (ndely[yy] >= MAXIMP
&& xx > dx[id] jp.x[1jj]-+MX) || mis > dx[id].score+DINSO0)) {
dx[id].ijmp++;
if (++ij >= MAXJIMP) {
writejmps(id);
ij = dx[id].ijmp = 0;
dx[id].offset = offset;
offset += sizeof(struct jmp) + sizeof(offset);

}
}
dx[id].jp.n[ij] = -ndely[yy];

dx[id].jp.x[ij] = xx;
dx[id].score = dely[yy];

}
if (xx ==1len0 && yy <lenl) {
/* last col
*/
if (endgaps)
coll[yy] -= insO+ins1*(lenl-yy);
if (coll[yy] > smax) {
smax = coll[yy];
dmax =1id;
}
}
}
if (endgaps && xx < len0)

coll[yy-1] -= insO+ins1*(len0-xx);
if (coll[yy-1] > smax) {
smax = coll[yy-1];
78

/ Q{j



dmax = id;
}
tmp = col0; col0 = coll; coll = tmp;
(void) free((char *)ndely);
(void) free((char *)dely);
(void) free((char *)col0);
(void) free((char *)coll);
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Tabla 1 (cont’)

/*

%

* print() -- only routine visible outside this module

*

* static:

* getmat() -- trace back best path, count matches: print()

* pr_align() -- print alignment of described in array p[]: print()

* dumpblock() -- dump a block of lines with numbers, stars: pr_align()
* nums() -- put out a number line: dumpblock()

* putline() -- put out a line (name, [num], seq, [num]): dumpblock()
* stars() - -put a line of stars: dumpblock()

* stripname() -- strip any path and prefix from a seqname
*/

#include "nw.h"

#define SPC 3
#define P_LINE 256  /* maximum output line */
#define P_SPC 3 /* space between name or num and seq */

extern _day[26]{26];

int  olen; /* set output line length */
FILE *fx; /* output file */
print() print
{
int 1x, ly, firstgap, lastgap; /* overlap */

if ((fx = fopen(ofile, "w")) == 0) {
fprintf(stderr,"%s: can't write %s\n", prog, ofile);
cleanup(1);
}
fprintf(fx, "<first sequence: %s (length = %d)\n", namex[0], len0);
fprintf(fx, "<second sequence: %s (length = %d)\n", namex[1], lenl);

olen = 60;
Ix = len0;
ly =lenl;

firstgap = lastgap = 0;

if (dmax <lenl - 1) { /* leading gap in x */
pp[0].spc = firstgap = lenl - dmax - 1;

\ ly -= pp[0].spc;

else if (dmax >lenl - 1) {  /* leading gap in y */
ppl1].spc = firstgap = dmax - (lenl - 1);
Ix = pp[1].spc;

}

if (dmax0 <len0 - 1) { /* trailing gap in x */
lastgap = len0 - dmax0 -1;
Ix -= lastgap;
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}

else if (dmax0 >1len0- 1) { /* trailing gapiny */
lastgap = dmax0 - (lenO - 1);
ly -= lastgap;

}

getmat(lx, ly, firstgap, lastgap);

pr_align(); }
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Tabla 1 (cont’)

/*
* trace back the best path, count matches
*/
static
getmat(lx, ly, firstgap, lastgap)
int Ix,ly; /* "core" (minus endgaps) */
int  firstgap, lastgap; /* leading trailing overlap */
{
int nm, 10, i1, siz0, sizl;
char outx[32];
double pct;
register n0, nl;

register char *p0, *pl;
/* get total matches, score
*/

10 =il = siz0 = sizl = 0;
p0 = seqx[0] + pp[1].spc;
pl =seqx[1] + pp[0].spc;
n0 =pp{l].spc +1;

nl = pp[0].spc + 1;

nm = 0;
while ( *p0 && *pl) {
if (siz0) {
pl+t;
nl++;
s1z0--;
}
else if (sizl) {
pO+t;
n0++;
sizl--;
}
else {
if (xbm[*p0-'A"J&xbm[*p1-'A"])
nm-++;
if (n0++ == pp[0].x[i0])
s1z0 = pp[0].n[i0++];
if (n1++==pp[1].x[il])
sizl = pp[1].n[il++];
p0++;
pl+t;
}
}
/* pct homology:

* if penalizing endgaps, base is the shorter seq
* else, knock off overhangs and take shorter core
*/
if (endgaps)
82
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Ix = (Ien0 <lenl)? lenO : lenl;

else
Ix=(Ix<ly)? Ix: ly;

pct = 100.*(double)nm/(double)lx;

fprintf(fx, "\n");

fprintf(fx, "<%d match%s in an overlap of %d: %.2f percent similarity\n",
nm, (nm == 1)? "" : "es", Ix, pct);
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Tabla 1 (cont’)
fprintf(fx, "<gaps in first sequence: %d", gapx); ...getmat
if (gapx) {

(void) sprintf(outx, " (%d %s%s)",
ngapx, (dna)? "base":"residue", (ngapx == 1)? "":"s");
fprintf(fx,"%s", outx);
fprintf(fx, ", gaps in second sequence: %d", gapy);
if (gapy) {
(void) sprintf(outx, " (%d %s%s)",
ngapy, (dna)? "base":"residue", (ngapy == 1)? "":"s");
fprintf(fx,"%s", outx);

}
if (dna)
fprintf(fx,
"\n<score: %d (match = %d, mismatch = %d, gap penalty = %d + %d per base)\n",
smax, DMAT, DMIS, DINSO, DINS1);
else '
fprintf(fx,
"\n<score: %d (Dayhoff PAM 250 matrix, gap penalty = %d + %d per residue)\n",
smax, PINSO, PINS1);
if (endgaps)
fprintf(fx,
"<endgaps penalized. left endgap: %d %s%s, right endgap: %d %s%s\n",
firstgap, (dna)? "base" : "residue", (firstgap == 1)? "" : "'s",
lastgap, (dna)? "base" : "residue", (lastgap == 1)? "" : "s");
else
fprintf(fx, "<endgaps not penalized\n");
}
static nm; /* matches in core -- for checking */
static Imax; /* lengths of stripped file names */
static 1j[2]; /* jmp index for a path */
static nc[2]; /* number at start of current line */
static ni[2]; /* current elem number -- for gapping */
static siz[2];
static char  *ps[2]; /* ptr to current element */
static char  *po[2]; /* ptr to next output char slot */

static char  out[2][P_LINE]; /* output line */
static char  star[P_LINE]; /* set by stars() */

/*
* print alignment of described in struct path pp[]
*/
static
pr_align() pr_align
{
int nn; /* char count */
int more;
register i

for (1= 0, Imax = 0; 1< 2; i++) {
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nn = stripname(namex{i});

if (nn > Imax)

Imax = nn;
ncfi] =1;
ni[i}j=1;

siz[i] =1j[i] = 0,
ps[i] = seqx[i];
po[i] = out[i};
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Tabla 1 (cont’)

for (nn = nm = 0, more = 1; more; ) {
for i=more =0;1<2;1++) {

/*
* do we have more of this sequence?
*/
if (1*ps[i})
continue;
more-H—;
if (pp[i].spc) { /* leading space */
*pofi]++=""
\ pp[i}.spc--;
else if (siz[i]) { /* in a gap */
*poli}++="2;
siz[i]--;
}
else { /* we're putting a seq element
*/
*po[i] = *psi];
if (islower(*ps[i]))
*psli] = toupper(*ps(i]);
po[i]++;
psi]++;
/*
* are we at next gap for this seq?
*/
if (ni[i];= ppli} x[ij[i]]) {
* we need to merge all gaps
* at this location
*/
siz[i] = pp[i].n[ij[i]++];
while (ni[i] == pp[i]x[ij[i]])
siz[i] += pp[i]-n[ij[i]++];
}
nifij++;
3
}
if (++nn == olen || Imore && nn) {
dumpblock();
for 1=0;i<2;it++)
poli] = out[i];
nn=0;
}
}
}
/*
* dump a block of lines, including numbers, stars: pr_align()
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*/

static
dumpblock()
{
register i
for (1=0;1<2;1++)
*po[i]-- ="\0"
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Tabla 1 (cont’)

...dumpblock
(void) putc(\n', £x);
for 1i=0;1<2;it++t) {
if (*out[i] && (*out[i] I=""{| *(po[i]) I="") {
if i==0)
nums(i);
if (1==0 && *out[1])
stars();
putline(i);
if (i==0 && *out[1])
fprintf(fx, star);
if(i==1)
nums(i);
}
}
}
/*
* put out a number line: dumpblock()
*/
static
nums(ix) nums
int ix; /* index in out{] holding seq line */
{
char nline[P_LINE];
register i, J;

register char *pn, *px, *py;
for (pn = nline, i = 0; i < lmax+P_SPC; i++, pnt++)

* —
pn="3
for (i = nc[ix], py = out[ix]; *py; py++, pntt) {
if (*py ==""|| *py == -
*pn=""
else {

if 1%10=0| (i==1 && nc[ix] != 1)) {
j=30<0)?-i:14
for (px = pn; j; j /= 10, px--)
*px =3%10 +'0"
if (1<0)

else
i+
}
}
*pn ="\0'
nc[ix] =1,
for (pn = nline; *pn; pn++)
(void) putc(*pn, fx);
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(void) putc("\n', fx);
}
/*
* put out a line (name, [num], seq, {num]): dumpblock()
*/
static
putline(ix)
int ix; {
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Tabla 1 (cont”)

...putline
int 1
register char *px;

for (px = namex[ix], i = 0; *px && *px !=""; px++, i++)
(void) putc(*px, fx);

for (; 1 <lmax+P_SPC; i++)
(void) putc(' ', fx);

/* these count from 1:
* ni[] is current element (from 1)
* ncf] is number at start of current line
*/
for (px = out[ix]; *px; px++)
(void) putc(*px&0x7F, fx);
(void) putc(\n', fx);

/*
* put a line of stars (seqs always in out[0], out[1]): dumpblock()
*/
static
stars() stars
{
int i
register char *p0, *pl, cx, *px;

if (out[0] || (*out[0] — "' && *(po[0]) =" )|
Pout[1] || (*outf1] ==""'&& *(po[1]) =="")

return;

px = star;

for (i =Imax+P_SPC; i; i--)
*pXH —1 v;

for (p0 = out[0], pl = out[1]; *p0 && *p1; pO++, pl++) {
if (isalpha(*p0) && isalpha(*p1)) {

if (xbm[*p0-'A"]&xbm[*p1-'A"]) {

cx ="'
nm-++;
}
else if (!dna && _day[*p0-'A'][*pl-'A'] > 0)
cx=""
else
cx=""
}
else
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— 1,
cx=""

*pxt++ = cX;
}
*px++="\n";
*px ="\0";
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Tabla 1 (cont’
/*
* strip path or prefix from pn, return len: pr_align()
*/

static
stripname(pn)
char *pn; /* file name (may be path) */
{
register char *px, *py;
py=0;
for (px = pn; *px; px++)
if (*px ="
py=px+1;
if (py)
(void) strcpy(pn, py);
return(strlen(pn));
}
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Tabla 1 (cont’)

/*

* cleanup() -- cleanup any tmp file

* getseq() -- read in seq, set dna, len, maxlen

* ¢ calloc() -- calloc() with error checkin

* readjmps() -- get the good jmps, from tmp file if necessary
* writejmps() -- write a filled array of jmps to a tmp file: nw()
*/

#include "nw.h"

#include <sys/file.h>
char *jname = "/tmp/homgXXXXXX"; /* tmp file for jmps */
FILE *fj;
int  cleanup(); /* cleanup tmp file */
long Iseek();
/*
* remove any tmp file if we blow
*/
cleanup(1)

int i
{

if (fj)

(void) unlink(jname);

exit(i);
}
/*

* read, return ptr to seq, set dna, len, maxlen
* skip lines starting with ';', '<', or >'
* seq in upper or lower case
*/
char *
getseq(file, len)
char *file; /* file name */
int *len, /* seqlen*/

{
char line[1024], *pseq;
register char *px, *py;
int natgc, tlen;
FILE *fp;

if ((fp = fopen(file,"r")) == 0) {
fprintf(stderr,"%s: can't read %s\n", prog, file);
exit(1);
}
tlen = natgc = 0;
while (fgets(line, 1024, fp)) {
if (*line == "}’ || *line == '<' || *line == ">')
continue;
for (px = line; *px !="\n"; px++)
if (isupper(*px) || islower(*px))
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tlent++;

}
if ((pseq = malloc((unsigned)(tlen+6))) == 0) {
fprintf(stderr,"%s: malloc() failed to get %d bytes for %s\n", prog, tlen+6, file);

exit(1);
}
pseq[0] = pseq[1] = pseq[2] = pseq[3] ="0';
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}

char

Tabla 1 (cont’)
-..getseq

py =pseq +4;
*]en = tlen;
rewind(fp);
while (fgets(line, 1024, fp)) {
if (*line ="} || *line == '<'|| *line == *>")
continue;
for (px = line; *px !="n"; px++) {
if (isupper(*px))
*pyt+t+ = *px;
else if (islower(*px))
*py++ = toupper(*px);
if (index("ATGCU",*(py-1)))
natgc++;
}
}
*py++="0
*py ="0"
(void) fclose(fp);
dna = natgc > (tlen/3);
return(pseq+4);

*

g_calloc(msg, nx, sz) g_calloc

SZ);

}

/¥

char *msg; /* program, calling routine */
int nx, sz; /* number and size of elements */

char *px, *calloc();
if ((px = calloc((unsigned)nx, (unsigned)sz)) == 0) {
if (*msg) {
fprintf(stderr, "%s: g_calloc() failed %s (n=%d, sz=%d)\n", prog, msg, nx,

exit(1);
}
}

return(px);

* get final jmps from dx[] or tmp file, set pp[], reset dmax: main()

*/

readjmps() readjmps

{

int fd =-1;
int siz, 10, 11;
register i, ], XX;

if (£j) {
(void) fclose(f));
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if ((fd = open(jname, O RDONLY, 0)) < 0) {
fprintf(stderr, "%s: can't open() %s\n", prog, jname);

cleanup(1);
}
}
for (i =10 =il = 0, dmax0 = dmax, xx = len0; ; i++) {
while (1) {

for (j = dx[dmax].ijmp; j >= 0 && dx[dmax].jp.x[j] >= xx; j--)

b
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Tabla 1 (cont’)

if (j <0 && dx[dmax].offset && ) {
(void) Iseek(fd, dx[dmax].offset, 0);
(void) read(fd, (char *)&dx[dmax].jp, sizeof(struct jmp));
(void) read(fd, (char *)&dx[dmax].offset, sizeof(dx[dmax].offset));
dx[dmax].ijjmp = MAXIMP-1; }

...readjmps

else
break; }
if (i >= JMPS) {
fprintf(stderr, "%s: too many gaps in alignment\n", prog);
cleanup(1);
}
if G>=0) {
siz = dx[dmax].jp.n[j];
xx = dx[dmax].jp.x[j];
dmax +=siz;

if (siz<0) { /* gap in second seq */
ppll].n[il] = -siz;
XX +=5siz;
/*id=xx-yy+lenl -1 */
pp[l]-x[i1] = xx - dmax + lenl - 1;
gapy+tt;
ngapy -= siz;

/* ignore MAXGAP when doing endgaps */
siz = (-siz < MAXGAP | endgaps)? -siz : MAXGAP;
114+
}
else if (siz > 0) { /* gap in first seq */
pp[0].n[10] = siz;
pp[0].x[10] = xx;
gapx+tt;
ngapx += siz;
/* ignore MAXGAP when doing endgaps */
siz = (siz < MAXGAP || endgaps)? siz : MAXGAP;
10++;

}

else
break;
}
/* reverse the order of jmps ~ */
for (j =0, 10--; j <1i0; j++, 10--) {
i = pp[0].n[j]; pp[0].n[i] = pp[0].n[i0]; pp[0].n[i0] =1;
i = pp[0].x[j]; pp[0]-x[j] = pp[0].x[i0]; pp[0] x[i0] = i;
}
for G=0,il--;j <il; j++,11--) {
i=pp[1].n[j]; pp{1]-nfj] = pp[1]-n[il]; pp[1]-n[il] =1
i=pp[1].x[j]; pp[1]-x[j] = pp[1]-x[il]; pp[1] x[i1] = 1;
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if (fd >= 0)

(void) close(fd);
if (1) {
(void) unlink(jname);
=0,
offset = 0;
}
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Tabla 1 (cont’)

/*
* write a filled jmp struct offset of the prev one (if any): nw()
*/
writejmps(ix) writejmps
int iX;
{
char *mktemp();
if (1)) {
if (mktemp(jname) < 0) {
fprintf(stderr, "%s: can't mktemp() %s\n", prog, jname);
cleanup(1);
}
if ((fj = fopen(jname, "w")) == 0) {
fprintf(stderr, "%s: can't write %s\n", prog, jname);
exit(1);
}
}
(void) fwrite((char *)&dx[ix].jp, sizeof(struct jmp), 1, fj);
(void) fwrite((char *)&dx[ix].offset, sizeof(dx[ix].offset), 1, fj);
}
Tabla 2
TAT XEXXXXXXXXXXXXX (Longitud = 15 aminoacidos)
Proteina comparada XXXXXYYYYYYY (Longitud = 12 aminoacidos)

porcentaje de identidad de la secuencia de aminodcidos =
(la cantidad de residuos de amino4cidos que coincide idénticamente entre las dos secuencias de
polipéptidos tal como determina el programa ALIGN-2) dividida entre (la cantidad total de residuos

de aminoacidos del polipéptido TAT) =

5 dividido entre 15 =33,3%
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Tabla 3

TAT XXXXXXXXXX . (Longitud = 10 aminodacidos)
Proteina comparada XXXXXYYYYYYZZYZ (Longitud = 15 aminoacidos)

porcentaje de identidad de la secuencia de aminoacidos =
(1a cantidad de residuos de aminoécidos que coincide idénticamente entre las dos secuencias de
polipéptidos tal como determina el programa ALIGN-2) dividida entre (la cantidad total de residuos

de aminoacidos del polipéptido TAT) =

5 dividido entre 10 = 50%

Tabla 4
TAT-ADN NNNNNNNNNNNNNN (Longitud = 14 nucleétidos)
ADN comparado NNNNNNLLLLLLLLLL (Longitud = 16 nucledtidos)

porcentaje de identidad de la secuencia de acidos nucleicos =
(la cantidad de residuos de nucledtidos que coincide idénticamente entre las dos secuencias de
acidos nucleicos tal como determina el programa ALIGN-2) dividida entre (la cantidad total de

nucleétidos de la secuencia de acidos nucleicos del TAT-ADN) =

6 dividido entre 14 = 42,9%
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Tabla §

TAT-ADN NNNNNNNNNNNN (Longitud = 12 nucleétidos)
ADN comparado NNNNLLLVV (Longitud = 9
nucleétidos)

porcentaje de identidad de la secuencia de acidos nucleicos =

(la cantidad de residuos de nucledtidos que coincide idénticamente entre las dos secuencias de
acidos nucleicos tal como determina el programa ALIGN-2) dividida entre (la cantidad total de
nucledtidos de la secuencia de acidos nucleicos del TAT-ADN) =

4 dividido entre 12 = 33,3%

1I. Composiciones y métodos de la invencién

A. Anticuerpos anti-TAT

En una realizacidn, la presente invencion ofrece anticuerpos anti-TAT que pueden usarse en
la presente memoria descriptiva como agentes terapéuticos y/o de diagndstico. Entre los ejemplos de
estos anticuerpos se incluirian los policlonales, monoclonales, humanizados, biespecificos y
heteroconjugados.

1. Anticuerpos policlonales

Los anticuerpos policlonales se producen preferentemente en animales mediante inyecciones
miiltiples subcutiineas (sc) o intraperitoneales (ip) del antigeno relevante y un adyuvante. Puede
resultar util conjugar el antigeno relevante (especialmente cuando se utilicen péptidos sintéticos) con
una proteina que sea inmunogénica en la especie que deba inmunizarse. Por ejemplo, el antigeno
puede conjugarse con hemocianina de lapa (KLH), albiimina sérica, tiroglobulina bovina o un
inhibidor de tripsina de semilla de soja, empleando un agente bifuncional o derivador, por ejemplo,
éster de maleimidobenzoil sulfosuccinimida (conjugacion a través de residuos de cisteina), N-
hidroxisuccinimida (a través de residuos de lisina), glutaraldehido, anhidrido succinico, SOCl, o
R!N=C=NR, donde R y R' son grupos alquilo distintos.

Los animales se inmunizan contra el antigeno, los conjugados inmunogénicos o derivados
combinando, por ejemplo, 100 6 5 ug de la proteina o conjugado (para conejos o ratones,

respectivamente) con tres volumenes de adyuvante completo de Freund e inyectando la solucion
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intradérmicamente en multiples sitios. Un mes mas tarde, se administra a los animales una dosis de
refuerzo comprendida entre 1/5 y 1/10 de la cantidad original de péptido o conjugado en adyuvante
completo de Freund mediante inyeccién subcutinea en multiples sitios. Entre 7 y 14 dias més tarde,
se extrae sangre a los animales y el suero se analiza para titular los anticuerpos. Los animales se
refuerzan hasta obtener los niveles adecuados de valoracion. Los conjugados también se pueden
obtener en cultivos celulares recombinantes como fusiones proteinicas. Asimismo, los agentes
agregantes como el alumbre se utilizan para incrementar la respuesta inmune.

2. Anticuerpos monoclonales

Pueden conseguirse anticuerpos monoclonales por el método del hibridoma, descrito por
primera vez en Kohler y col., Nature, 256:495 (1975), o el del ADN recombinante (patente de
Estados Unidos n° 4.816.567).

En el método del hibridoma, un ratén u otro animal huésped apropiado, como un hamster, se
inmuniza como se describi6 anteriormente para obtener linfocitos que produzcan o sean capaces de
producir anticuerpos que se uniran especificamente a la proteina utilizada para la inmunizacién. De
manera alternativa, los linfocitos se pueden inmunizar in vitro. Tras la inmunizacion, se aislan los
linfocitos y, luego, se fusionan con una linea celular de mieloma utilizando un agente fusionante
adecuado, como polietilenglicol, para formar una célula de hibridoma (Goding, Monoclonal

Antibodies: Principles and Practice, paginas 59-103 (Academic Press, 1986)).

Por tanto, las células de hibridoma preparadas se siembran y crecen en un medio de cultivo
adecuado que preferentemente contenga una o mas sustancias que inhiban el crecimiento o la
supervivencia de las células de mieloma parentales no fusionadas (denominadas también asociadas
de fusién). Por ejemplo, si las células de mieloma parentales carecen de la enzima hipoxantina-
guanina-fosforribosil-transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo selectivo para los
hibridomas generalmente incluird hipoxantina, aminopterina y timidina (medio HAT), sustancias
que evitan el crecimiento de células con déficit de HGPRT.

Las células de mieloma preferidas como asociadas de fusién son aquéllas que se fusionan
eficazmente, soportan altos niveles de produccion estable de anticuerpos por parte de las cé€lulas
productoras de anticuerpos seleccionadas y son sensibles a un medio selectivo que selecciona contra
las células parentales no fusionadas. Las lineas celulares de mieloma preferidas son lineas de
mieloma murino, como aquéllas derivadas de los tumores de ratones MOPC-21 y MPC-11
disponibles en el Salk Institute Cell Distribution Center, en San Diego (California, EE.UU.), y las
células SP-2 y derivados, por ejemplo, las X63-Ag8-653, disponibles en el American Type Culture

Collection, en Rockville (Maryland, EE. UU.). Las lineas celulares de mieloma humano y
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heteromieloma de ratén-humano también se han descrito para la produccién de anticuerpos
monoclonales humanos (Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984); y Brodeur y col., Monoclonal
Antibody Production Techniques and Applications, paginas 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva
York, 1987)).

El medio de cultivo en el cual las células de hibridoma crecen se analiza para la produccion
de anticuerpos monoclonales dirigidos directamente contra el antigeno. Preferentemente, la
especificidad de unién de los anticuerpos monoclonales producidos por las células de hibridoma esta
determinada por la inmunoprecipitaciéon o por un ensayo de unién in vitro, como el
radioinmunoensayo (RIA) o el ensayo de inmunoabsorcién enzimatica (ELISA).

La afinidad de unién del anticuerpo monoclonal puede, por ejemplo, determinarse mediante

el analisis Scatchard descrito en Munson y col., Anal. Biochem., 107:220 (1980).

Después de identificar las células de hibridoma que producen anticuerpos con la
especificidad, afinidad y/o actividad deseadas, los clones se pueden subclonar limitando los
procedimientos de dilucién y desarrollar mediante métodos estdndar (Goding, Monoclonal

Antibodies: Principles and Practice, paginas 59-103 (Academic Press, 1986)). Los medios de cultivo

adecuados para este fin incluyen, por ejemplo, medios D-MEM o RPMI-1640. Ademas, las células
de hibridoma pueden crecer in vivo como tumores con ascitis en un animal; por ejemplo, inyectando
las células en ratones por via intraperitoneal.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones se separan del medio de cultivo,
los fluidos asciticos o el suero mediante procedimientos convencionales de purificaciéon de
anticuerpos, como por ejemplo, cromatografia de afinidad (empleando proteina A o G-sefarosa),
cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en gel, didlisis,
etc.

El ADN que codifica los anticuerpos monoclonales se aisla y se secuencia utilizando
procedimientos convencionales (por ejemplo, usando sondas de oligonucleétidos capaces de unirse
especificamente a los genes que codifican las cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos murinos).
Las células de hibridoma sirven como fuente preferente de dicho ADN. Una vez aislado, el ADN se
puede colocar en vectores de expresion, que después se transfectan a células huésped, como por
ejemplo las de E. coli, las COS de simios, las de ovario de hamster chino (CHO) o las de mieloma,
que no produzcan la proteina del anticuerpo de alguna otra manera, a fin de obtener la sintesis de
anticuerpos monoclonales en las células huésped recombinantes. Entre los articulos de resefia sobre
expresion recombinante en bacterias del ADN que codifica el anticuerpo se incluyen Skerra y col,,

Curr. Opinion in Immunol., 5:256-262 (1993) y Pliickthun, Immunol. Revs., 130:151-188 (1992).
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En otra realizacion, los anticuerpos monoclonales o fragmentos de anticuerpos se pueden
aislar de librerias de fagos de anticuerpos generados mediante las técnicas descritas en McCafferty y

col., Nature, 348:552-554 (1990). Clackson y col., Nature, 352:624-628 (1991) y Marks y col., J.

Mol. Biol., 222:581-597 (1991) describen el aislamiento de anticuerpos murinos y humanos,
respectivamente, utilizando librerias de fagos. Las publicaciones subsiguientes describen la
produccién de anticuerpos humanos de alta afinidad (intervalo nM) mediante combinacién de

cadenas (Marks y col., Bio/Technology, 10:779-783 (1992)), asi como una infeccién combinatoria y

recombinacidn in vivo como estrategia para construir librerias de fagos muy grandes (Waterhouse y

col., Nuc. Acids. Res., 21:2265-2266 (1993)). De este modo, estas técnicas son alternativas viables a

las técnicas tradicionales de hibridoma de anticuerpo monoclonal para el aislamiento de anticuerpos
monoclonales.

El ADN que codifica el anticuerpo se puede modificar para producir polipéptidos de
anticuerpos quiméricos o de fusion, por ejemplo, sustituyendo las secuencias de los dominios
constantes de las cadenas humanas pesada y ligera (Cy y Cp) por las secuencias murinas homoélogas

(patente de EE.UU. n° 4.816.567 y Morrison, y col., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 81:6851 (1984)), 0

fusionando toda o parte de la secuencia codificadora de un polipéptido, que no sea inmunoglobulina
(polipéptido heterélogo), con la secuencia codificadora de la inmunoglobulina. Estas secuencias de
polipéptidos que no son inmunoglobulinas pueden sustituir los dominios constantes de un anticuerpo
o sustituirse por los dominios variables de un sitio de combinacion del antigeno de un anticuerpo
para crear un anticuerpo bivalente quimérico que comprenda un sitio de combinacidn del antigeno
con especificidad para un antigeno y otro sitio de combinacion del antigeno que tenga especificidad
para otro antigeno diferente.

3. Anticuerpos humanos v humanizados

Los anticuerpos anti-TAT de la invenciéon pueden comprender también anticuerpos
humanizados o humanos. Las formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo,
murinos) son inmunoglobulinas quiméricas, cadenas de inmunoglobulina o fragmentos de las
mismas (como Fv, Fab, Fab', F(ab'"), u otras subsecuencias de anticuerpos que se unen a un antigeno)
que contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. Los anticuerpos
humanizados incluyen inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que los residuos de
una regién de determinacién de la complementariedad (CDR) del receptor son sustituidos por los
residuos de una CDR de una especie no humana (anticuerpo donante), como el ratén, la rata o el
conejo que tenga la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, los residuos de

la regién estructural Fv de la inmunoglobulina humana se sustituyen por sus correspondientes
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residuos no humanos. Los anticuerpos humanizados también pueden comprender residuos que no se
encuentran ni en el anticuerpo receptor ni la CDR importada o las secuencias de la regién
estructural. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos los dominios
variables (o al menos uno, y tipicamente dos) en los que todas, o sustancialmente todas, las regiones
CDR correspondan a las de una inmunoglobulina no humana y todas, o sustancialmente todas, las
regiones FR sean las de una secuencia consensual de inmunoglobulina humana. El anticuerpo
humanizado, éptimamente, también comprendera al menos una porcién de una regioén constante de
inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina humana [Jones y col., Nature,
321:522-525 (1986); Riechmann y col., Nature, 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct.
Biol., 2:593-596 (1992)].

Los procedimientos para humanizar anticuerpos no humanos son bien conocidos en la
materia. Por lo general, un anticuerpo humanizado tiene uno o mas residuos de aminoacidos
introducidos en él desde una fuente que es no humana. A estos residuos de aminoacidos no humanos
se hace referencia con frecuencia como residuos “importados”, que generalmente se toman de un
dominio variable de “importacién”. La humanizacién se puede realizar esencialmente siguiendo el
método de Winter y sus colaboradores (Jones y col., Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann y col.,
Nature, 332:323-327 (1988); Verhoeyen y col., Science, 239:1534-1536 (1988)), sustituyendo las
CDR o las secuencias de las CDR de roedores por las secuencias correspondientes de un anticuerpo
humano. Por consiguiente, dichos anticuerpos “humanizados” son anticuerpos quiméricos (patente
de EE.UU. n° 4.816.567), donde se ha sustituido sustancialmente menos de un dominio variable
humano intacto por la secuencia correspondiente de una especie no humana. En la practica, los
anticuerpos humanizados son generalmente anticuerpos humanos en los que algunos residuos de
CDR, y posiblemente algunos de FR, se sustituyen por residuos de sitios an6logos en los anticuerpos
de roedores.

La eleccién de dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, que se utilizaran
para realizar los anticuerpos humanizados es muy importante para disminuir la antigenicidad y la
respuesta HAMA (anticuerpo antiratén humano), cuando se prevé dar un uso terapéutico humano al
anticuerpo. Segun el llamado método del “mas apto”, la secuencia del dominio variable de un
anticuerpo de un roedor se compara con toda la libreria de secuencias conocidas de dominios
variables de humanos. Se identifica la secuencia humana del dominio V que sea mas parecidaalade
los roedores, y, entonces, la regiéh estructural humana (FR) que haya en su interior se acepta para el
anticuerpo humanizado (Sims y col., J. Immunol., 151:2296 (1993); Chothia y col., J. Mol. Biol.,

196:901 (1987)). Otro procedimiento utiliza una regién estructural concreta derivada de la secuencia
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consensual de todos los anticuerpos humanos de un subgrupo en particular de cadenas ligeras o
pesadas. La misma estructura se puede utilizar para diferentes anticuerpos humanizados (Carter y

col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); Presta y col., J. Immunol., 151:2623 (1993)).

Es también importante que los anticuerpos se humanicen reteniendo una afinidad de union
alta para el antigeno y otras propiedades bioldgicas favorables. Para lograr este objetivo, siguiendo
el procedimiento preferido, los anticuerpos humanizados se preparan mediante un proceso de
analisis de las secuencias parentales y varios productos humanizados conceptuales que utilizan
modelos tridimensionales de las secuencias parentales y humanizadas. Generalmente se dispone de
modelos tridimensionales de inmunoglobina conocidos por los expertos en la materia. Existen
programas informaticos que ilustran y muestran probables estructuras tridimensionales de
conformacion de secuencias candidatas seleccionadas de inmunoglobulina. La inspeccién de estas
visualizaciones permite analizar el papel que los residuos probablemente desempefian en el
funcionamiento de la secuencia de inmunoglobulina candidata, es decir, el andlisis de los residuos
que influyen en la capacidad de la inmunoglobulina candidata para unirse a su antigeno. De esta
manera, los residuos de la FR se pueden seleccionar y combinar a partir de las secuencias receptoras
y de importacion para lograr la caracteristica deseada del anticuerpo, como por ejemplo una mayor
afinidad para el/los antigeno(s). En general, los residuos de la regién hipervariable influyen, de
forma directa y sobre todo sustancial, en la unién del antigeno.

Se contemplan diversas formas de anticuerpos anti-TAT humanizados. Por ejemplo, €l
anticuerpo humanizado puede ser un fragmento de anticuerpo, como un Fab, que se conjuga
opcionalmente con uno o mas agentes citotoxicos para generar un inmunoconjugado.
Alternativamente, el anticuerpo humanizado puede ser un anticuerpo intacto, como un anticuerpo
IgG1 intacto.

Como alternativa a la humanizacion, se pueden generar anticuerpos humanos. Por ejemplo,
actualmente es posible producir animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que sean capaces, una
vez inmunizados, de producir un repertorio completo de anticuerpos humanos cuando no exista
produccién de inmunoglobulina enddgena. Por ejemplo, se ha descrito que la eliminacién
homocigdtica del gen de la region que se une a la cadena pesada (Ji) del anticuerpo en ratones
mutantes con lineas quiméricas y germinales ocasiona la inhibicién completa de la produccién de
anticuerpos enddgenos. La transferencia del grupo de genes de la inmunoglobulina de la linea
germinal humana en dichos ratones mutantes con lineas germinales ocasionara la produccién de
anticuerpos humanos ante la presencia del antigeno. Véase, por ejemplo, Jakobovits y col., Proc.

Natl. Acad. Sci. USA, 90:2551 (1993); Jakobovits y col., Nature, 362:255-258 (1993); Bruggemann
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y col., Year in Immunol. 7:33 (1993); las patentes de EE.UU. n* 5.545.806, 5.569.825, 5.591.669
(todas de GenPharm); 5.545.807; y el documento WO 97/17852.

Alternativamente, se puede utilizar la tecnologia de presentacion en fagos (McCafferty y col.,
Nature 348:552-553 [1990]) para producir anticuerpos humanos y fragmentos de anticuerpos in
vitro, de los repertorios de genes de dominios variables (V) de inmunoglobulina de donantes no
inmunizados. De acuerdo con esta técnica, los genes de los dominios V de los anticuerpos se clonan
dentro de la estructura en un gen proteinico con revestimiento o bien mayor o menor de un
bacteridéfago filamentoso, como el M13 o fd, y se presentan como fragmentos de anticuerpo
funcionales en la superficie de la particula del fago. Debido a que la particula filamentosa contiene
una copia del ADN monocatenario del genoma del fago, las selecciones que se basan en las
propiedades funcionales del anticuerpo también dan lugar a la seleccion del gen que codifica el
anticuerpo que muestra esas propiedades. Por tanto, el fago imita alguna de las propiedades de la
célulaB. La presentacién en fagos se puede realizar en diversos formatos, resefiados, por ejemplo,

en Johnson, Kevin S. y Chiswell, David J., Current Opinion in Structural Biology 3:564-571 (1993).

Se pueden utilizar varias fuentes de segmentos del gen V para la presentacién en fagos. Clackson y
col., Nature, 352:624-628 (1991) aislaron un conjunto diverso de anticuerpos anti-oxazolona de una
pequefia biblioteca aleatoria y combinatoria de genes V derivados de bazos de ratones inmunizados.
Se puede construir un repertorio de genes V de donantes humanos no inmunizados y se pueden aislar
anticuerpos contra un gran conjunto de antigenos (incluyendo autoantigenos) siguiendo
esencialmente las técnicas descritas por Marks y col., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991), o Griffith y
col., EMBO J. 12:725-734 (1993). Véanse también las patentes de EE.UU. n® 5.565.332 y
5.573.905.

Como se describe anteriormente, los anticuerpos humanos también se pueden generar
mediante células B activadas in vitro (véanse las patentes de EE.UU. n* 5.567.610 y 5.229.275).

4, Fragmentos de anticuerpos

En determinadas circunstancias, resulta ventajoso utilizar fragmentos de anticuerpos en lugar
de anticuerpos enteros. El tamafio menor de los fragmentos permite una eliminacién rpida y puede
brindar mejor acceso a los tumores sélidos.

Se han desarrollado diversas técnicas para la produccién de fragmentos de anticuerpos.
Tradicionalmente, estos fragmentos se obtenian mediante digestién proteolitica de anticuerpos
intactos (véase, por ejemplo, Morimoto y col., Journal of Biochemical and Biophysical Methods

24:107-117 (1992); y Brennan y col., Science, 229:81 (1985)). Sin embargo, estos fragmentos ahora

se pueden producir directamente mediante células huésped recombinantes. Los fragmentos de
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anticuerpos Fab, Fv y ScFv pueden expresarse todos en E. coli y secretarse a partir de dicha
sustancia, lo que permite la facil produccién de grandes cantidades de estos fragmentos. Los
fragmentos de anticuerpos se pueden aislar de las bibliotecas de fagos de anticuerpos descritas
anteriormente. Alternativamente, los fragmentos Fab'-SH se pueden recuperar directamente de E.

coli y emparejarse quimicamente para formar fragmentos F(ab'), (Carter y col., Bio/Technology

10:163-167 (1992)). De acuerdo con otro enfoque, los fragmentos F(ab'), se pueden aislar
directamente de cultivos de células huésped recombinantes. Los fragmentos Fab y F(ab'), con mayor
vida media in vivo que comprenden residuos de un epitopo de unién a un receptor de rescate se
describen en la patente de EE.UU. n° 5.869.046. Otras técnicas para la produccién de fragmentos de
anticuerpos seran evidentes para el médico cualificado. En otras realizaciones, el anticuerpo elegido
es un fragmento Fv de cadena tnica (scFv). Véase el documento WO 93/16185; la patente de
EE.UU. n° 5.571.894 y la patente de EE.UU. n° 5.587.458. Fv y sFv son las tnicas especies con
sitios de combinacion intactos que estan privadas de regiones constantes; por ello, son aptas para
una unién no especifica reducida durante el uso in vivo. Las proteinas de fusién sFv se pueden
construir para obtener la fusién de una proteina efectora en cualquiera de los extremos amino o

carboxi terminal de un sFv. Véase Antibody Engineering, ed. Borrebaeck, supra. El fragmento de

anticuerpo también puede ser un “anticuerpo lineal”, por ejemplo, como se describe en la patente de
EE.UU. n° 5.641.870. Estos fragmentos de anticuerpos lineales pueden ser monoespecificos o
biespecificos.

5. Anticuerpos biespecificos

Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos que tienen especificidades de unién para al
menos dos epitopos diferentes. Los anticuerpos biespecificos ejemplares se pueden unir a dos
epitopos diferentes de la proteina TAT, tal como se describe en la presente memoria descriptiva.
Otros anticuerpos de esta clase pueden combinar un sitio de unién a un TAT con un sitio de unién
para otra proteina. Alternativamente, un brazo anti-TAT se puede combinar con un brazo que se una
a una molécula activadora en un leucocito como por ejemplo una molécula receptora de célula-T
(por ejemplo, CD3) o receptores de Fc para IgG (FcyR), como por ejemplo FcyRI (CD64), FeyRII
(CD32) y Fe/RIII (CD16), a fin de centrarse en los mecanismos de defensa celular y localizarlos en
la célula que expresa el TAT. Los anticuerpos biespecificos también se pueden utilizar para localizar
agentes citotdxicos de las células que expresen un TAT. Estos anticuerpos poseen un brazo de unién
a un TAT y un brazo que se une al agente citotéxico (por ejemplo, saporin, anti-interferon-,

alcaloide de la vinca, cadena A de ricino, metotrexato o hapteno con un isétopo radiactivo). Los
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anticuerpos biespecificos se pueden preparar como anticuerpos de longitud completa o fragmentos
de anticuerpos (por ejemplo, los anticuerpos biespecificos F(ab'),).

En el documento WO 96/16673 se describe un anticuerpo biespecifico anti-ErbB2/anti-
FcYRIIL y en la patente de EE.UU. n° 5.837.234 se detalla un anticuerpo biespecifico anti-
ErbB2/anti-FcyRI. En el documento W(098/02463 se muestra un anticuerpo biespecifico anti
ErbB2/Fco. En la patente de EE.UU. n® 5.821.337 se ensefia un anticuerpo biespecifico anti-
ErbB2/anti-CD3.

Los procedimientos para realizar anticuerpos biespecificos son conocidos en la materia. La
produccién tradicional de anticuerpos biespecificos de longitud completa se basa en la coexpresién
de dos pares de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina, donde las dos cadenas tienen
especificidades diferentes (Millstein y col., Nature, 305:537-539 (1983)). Debido a la variedad
aleatoria de las cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina, estos hibridomas (cuadromas)
producen una mezcla potencial de 10 moléculas diferentes de anticuerpos, de las cuales sélo una
posee la estructura biespecifica correcta. La purificacion de 1a molécula correcta, que generalmente
se realiza mediante etapas de cromatografia de afinidad, es bastante complicada, y la cantidad de
producto que se obtiene es baja. En el documento WO 93/08829 y en Traunecker y col., EMBO J.,
10:3655-3659 (1991) se dan a conocer procedimientos similares.

Segun un enfoque distinto, los dominios variables de anticuerpos con las especificidades de
unién deseadas (sitios de combinacién anticuerpo-antigeno) se fusionan con las secuencias de
domino constante de inmunoglobulina. Preferentemente, la fusién es con un dominio constante de
cadena pesada de la inmunoglobulina, que comprende al menos parte de las regiones bisagra, Cy2 'y
Cu3. Es preferible que la primera regién constante de cadena pesada (Cul) que contenga el sitio
necesario para la union de la cadena ligera esté presente en al menos una de las fusiones. Los ADN
que codifican las fusiones de cadena pesada de la inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de
la inmunoglobulina, se insertan en vectores de expresion separados y se co-transfectan a una celula
huésped adecuada. Esto permite una mayor flexibilidad a la hora de ajustar las proporciones mutuas
de los tres fragmentos de polipéptidos en realizaciones en que las proporciones desiguales de las tres
cadenas de polipéptidos utilizadas en la construccién proporcionan el rendimiento éptimo del
anticuerpo biespecifico deseado. Sin embargo, es posible insertar las secuencias codificadoras de dos
o todas tres cadenas de polipéptidos en un tnico vector de expresion cuando la expresién de al
menos dos cadenas de polipéptidos con proporciones iguales produzca un alto rendimiento o cuando
las proporciones no influyan significativamente en el rendimiento de la combinacién de cadenas

deseada.
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En una realizacion preferente de este enfoque, los anticuerpos biespecificos se componen de
una cadena pesada de inmunoglobulina hibrida con una primera especificidad de union en un brazo
y un par de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina hibrida (que proporciona una segunda
especificidad de unidn) en el otro brazo. Se descubrié que esta estructura asimétrica facilita la
separacion del compuesto biespecifico deseado de las combinaciones de cadenas de
inmunoglobulina no deseadas, ya que la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina en sélo
una de las mitades de la molécula biespecifica proporciona una forma sencilla de separacion. Este
enfoque se detalla en el documento WO 94/04690. Para obtener mayores detalles sobre la
generacién de anticuerpos biespecificos, véase, por ejemplo, Suresh y col., Methods in Enzymology,

121:210 (1986).

Segun otro enfoque descrito en la patente de EE.UU. n° 5.731.168, la interfaz entre un par de
moléculas de anticuerpos se puede modificar para maximizar el porcentaje de heterodimeros que se
recuperan de un cultivo celular recombinante. La interfaz preferente comprende al menos una parte
del dominio Cy3. En este método, una o mas cadenas laterales pequefias de aminoacidos de la
interfaz de la primera molécula del anticuerpo se reemplazan por cadenas laterales de mayor tamafio
(por ejemplo, tirosina o triptéfano). Las “cavidades” compensatorias de tamafio idéntico o similar a
la(s) cadena(s) lateral(es) grande(s) se crean en la interfaz de la segunda molécula del anticuerpo al
reemplazar las cadenas laterales grandes de aminoacidos por cadenas més pequefias (por ejemplo,
alanina o treonina). Esto proporciona un mecanismo para incrementar la produccién del
heterodimero con relacién a otros productos finales no deseados como los homodimeros.

Los anticuerpos biespecificos incluyen anticuerpos de enlace cruzado o “heteroconjugados”.
Por ejemplo, uno de los anticuerpos del heteroconjugado puede emparejarse con avidina y el otro
con biotina. Estos anticuerpos se han propuesto, por ejemplo, para que células del sistema
inmunitario actuén sobre células no deseadas (patente de EE.UU. n° 4.676.980) y para el tratamiento
de la infeccién de VIH (WO 91/00360, WO 92/200373 y la patente europea n° 03089). Los
anticuerpos heteroconjugados se pueden obtener utilizando cualquier procedimiento oportuno de
enlace cruzado. Los agentes adecuados para los enlaces cruzados son bien conocidos en lamateria y
se detallan en la patente de EE.UU. n° 4.676.980 junto con una gran cantidad de técnicas de enlace
cruzado.

Las técnicas para generar anticuerpos biespecificos a partir de fragmentos de anticuerpos
también se han descrito en la bibliografia. Por ejemplo, los anticuerpos biespecificos pueden

prepararse utilizando un enlace quimico. Brennan y col., Science, 229: 81 (1985) describen un
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procedimiento en el que los anticuerpos intactos se separan proteoliticamente para generar
fragmentos F(ab'"),. Estos fragmentos se reducen en presencia del agente que forma complejos con el
ditiol, el arsenito de sodio, para estabilizar los ditioles vecinales y evitar la formacion de disulfuros
intermoleculares. Los fragmentos Fab' generados se convierten entonces en derivados del
tionitrobenzoato (TNB). Uno de los derivados del Fab'-TNB se reconvierte entonces en Fab'-tiol por
reduccion con mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad equimolar del otro derivado del Fab'-
TNB para formar el anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos biespecificos producidos pueden
utilizarse como agentes para la inmovilizacidn selectiva de enzimas.

Avances actuales han facilitado la recuperacion directa de fragmentos Fab'-SH de E. coli,
que pueden emparejarse quimicamente para formar anticuerpos biespecificos. Shalaby y col., J. Exp.
Med. 175: 217-225 (1992) describen la produccién de una molécula de anticuerpo biespecifico
F(ab"), completamente humanizado. Cada uno de los fragmentos Fab' se secret6 por separado a partir
de E. coli y se sometié a un emparejamiento quimico dirigido in vitro para formar el anticuerpo
biespecifico. El anticuerpo biespecifico formado de esta manera fue capaz de unirse a celulas que
sobreexpresaban el receptor de ErbB2 y células T humanas normales, asi como desencadenar la
actividad litica de los linfocitos citotéxicos humanos contra objetivos de tumor de mama humano.

También se han descrito diversas técnicas para realizar y aislar fragmentos de anticuerpos
biespecificos directamente de cultivos celulares recombinantes. Por ejemplo, se han producido
' anticuerpos biespecificos utilizando cremalleras de leucina. Kostelny y col., J. Immunol
| 148(5):1547-1553 (1992). Los péptidos con cremallera de leucina de las proteinas Fos y Jun se
enlazaron a las porciones Fab' de dos anticuerpos diferentes mediante fusion génica. Los
homodimeros del anticuerpo se redujeron en la region bisagra para formar monémeros y después se
reoxidaron para formar los heterodimeros del anticuerpo. Este método también se puede utilizar para
producir los homodimeros del anticuerpo. La tecnologia “diacuerpo” descrita por Hollinger y col.,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993) ha proporcionado un mecanismo alternativo para

realizar fragmentos de anticuerpos biespecificos. Los fragmentos comprenden un Vy conectado aun
V1. mediante un enlazador que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos
dominios de la misma cadena. Por consiguiente, los dominios Vg y Vi de un fragmento se fuerzana
emparejarse con los dominios complementarios Vi y Vi de otro fragmento, formando, por tanto, dos
sitios de unién al antigeno. También se ha informado de otra estrategia para realizar fragmentos de
anticuerpos biespecificos mediante la utilizacion de dimeros Fv de cadena unica (sFv). Véase Gruber

y col., J. Immunol., 152:5368 (1994).
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Se contemplan anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, pueden prepararse
anticuerpos triespecificos. Tutt y col., J. Immunol. 147:60 (1991).

6. Anticuerpos heteroconjugados

Los anticuerpos heteroconjugados también estan dentro del alcance de la presente invencién.
Los anticuerpos heteroconjugados se componen de dos anticuerpos unidos de forma covalente. Estos
anticuerpos se han propuesto, por ejemplo, para que células del sistema inmunitario actuén sobre
‘células no deseadas [patente de EE.UU. n°® 4.676.980] y para el tratamiento de la infeccién de VIH
[WO 91/00360, WO 92/200373 y la patente europea n° 03089]. Se contempla que los anticuerpos
puedan preparase in vitro mediante métodos conocidos en la quimica de proteinas sintéticas,
incluyendo aquéllos en que intervienen agentes de enlaces cruzados. Por ejemplo, las inmunotoxinas
pueden construirse empleando una reaccion de intercambio de disulfuros o formando una unién de
tioéter. Entre los ejemplos de reagentes adecuados para este propésito se incluyen el iminotiolato y
el metil-4-mercaptobutirimidato, tal como se detalla, por ejemplo, en la patente de EE.UU. n°
4.676.980.

7. Anticuerpos multivalentes

Un anticuerpo multivalente puede internalizarse (y/o catabolizarse) mas rapido que un
anticuerpo bivalente por medio de una célula que exprese un antigeno al que se unen los anticuerpos.
Los anticuerpos de la presente invencion pueden ser anticuerpos multivalentes (que son los que no
pertenecen a la clase IgM) con tres o0 mas sitios de uni6n al antigeno (por ejemplo, anticuerpos
tetravalentes), que pueden producirse facilmente mediante la expresion recombinante del acido
nucleico que codifica las cadenas de polipéptidos del anticuerpo. El anticuerpo multivalente puede
comprender un dominio de dimerizacion y tres o mas sitios de unién al antigeno. El dominio
preferente de dimerizacién comprende (o consiste en) una regién Fc o bisagra. En esta situacion, el
anticuerpo comprendera una regién Fc y tres o mas sitios de unién amino-terminal del antigeno a la
region Fc. El anticuerpo multivalente preferente en la presente memoria descriptiva comprende (o
consiste en) entre tres y ocho, aunque preferentemente cuatro, sitios de union al antigeno. El
anticuerpo multivalente contiene al menos una cadena de polipéptidos (y preferentemente dos),
comprendiendo ésta(s) dos o mas dominios variables. Por ejemplo, la(s) cadena(s) de polipéptidos
puede(n) comprender VD1-(X1),-VD2-(X2),-Fc, donde VD1 es un primer dominio variable, VD2
es un segundo dominio variable, Fc es una cadena de polipéptidos de una region Fc, X1 y X2
representan un aminoacido o polipéptido y n es 0 6 1. Por ejemplo, la(s) cadena(s) de polipéptidos
puede(n) comprender: una cadena VH-CH1-enlazador flexible-VH-CH-regién FC o una cadena VH-

CH1-VH-CHl1-regiéon FC. El anticuerpo multivalente de la presente memoria descriptiva
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preferentemente comprende también al menos dos (y preferentemente cuatro) polipéptidos del
dominio variable de la cadena ligera. El anticuerpo multivalente de la presente memoria descriptiva,
por ejemplo, puede comprender entre dos y ocho polipéptidos del dominio variable de cadena ligera.
Los polipéptidos del dominio variable de cadena ligera considerados en la presente memoria
descriptiva comprenden un dominio variable de cadena ligera y, opcionalmente, también un dominio
CL.

8. Ingenieria de la funcion efectora

Tal vez se desee modificar el anticuerpo de la invencion en lo referente a la funcién efectora,
por ejemplo, para incrementar la citotoxicidad con mediacion celular dependiente de antigenos
(ADCC) y/o la citotoxicidad dependiente de complementos (CDC) del anticuerpo. Esto se puede
lograr introduciendo una o mas sustituciones de aminoécidos en una regién Fc del anticuerpo. De
manera alternativa o adicional, uno o mas residuos de cisteina se pueden introducir en la regién Fc,
lo que permite la formacién en esta region de un puente disulfuro entre las cadenas. El anticuerpo
homodimérico generado de esta manera puede tener mayor capacidad de internalizacién y/o
eliminacion celular con mediaciéon de complementos y citotoxicidad con mediacién celular
dependiente de anticuerpos (ADCC). Véase Caron y col., J. Exp Med. 176:1191-1195 (1992) y
Shopes, B. J. Immunol. 148:2918-2922 (1992). Los anticuerpos homodiméricos con mayor actividad
antitumoral también se pueden preparar utilizando agentes de enlaces cruzados heterobifuncionales

tal como se describe en Wolff'y col., Cancer Research 53:2560-2565 (1993). De manera alternativa,

se puede disefiar un anticuerpo con dobles regiones Fc y, por tanto, potenciar la lisis mediante

complementos y las capacidades de ADCC. Véase Stevenson y col., Anti-Cancer Drug Design
3:219-230 (1989). Para incrementar la vida media sérica del anticuerpo, se puede incorporar al
anticuerpo (especialmente en un fragmento del mismo) un epitopo de unién a un receptor de rescate,
tal como se describe en la patente de EE.UU. n° 5.739.277, por ejemplo. Tal como se utiliza en la
presente memoria descriptiva, el término “epitopo de union a un receptor de rescate” se refiere a un
epitopo de la region Fc de una molécula de IgG (por ejemplo, IgGi, IgG,, IgGs o IgGs) que sea
responsable de incrementar la vida media sérica in vivo de la molécula de IgG.

9, Inmunoconjugados

La invencidn también se relaciona con los inmunoconjugados que comprendan un anticuerpo
conjugado con un agente citotoxico, como por egjemplo, un agente quimioterapéutico, un agente
inhibidor del crecimiento, una toxina (por ejemplo, una toxina con actividad enzimatica de origen
bacteriano, flingico, vegetal o animal, incluyendo fragmentos de la misma) o un isétopo radiactivo

(es decir, un radioconjugado).
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Los agentes quimioterapéuticos ttiles en la generacion de dichos inmunoconjugados se han
descrito anteriormente. Las toxinas con actividad enzimaética y los fragmentos de las mismas que se
pueden utilizar incluyen la cadena de difteria A, los fragmentos activos sin unién de la toxina de la
difteria, la cadena de exotoxina A (de Pseudomonas aeruginosa), la cadena dericina A, la cadena de
abrina A, la cadena de modecina A, la alfa-sarcina, las proteinas de Aleurites fordii, las proteinas de
diantina, las proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), el inhibidor de la
momordica charantia, la curcina, la crotina, el inhibidor de la saponaria officinalis, la gelonina, la
mitogelina, la restrictocina, la fenomicina, la enomicina y el tricotecenos. Se dispone de diversos
radionticlidos para la produccién de anticuerpos radioconjugados. Entre los ejemplos estan **Bi,
Bip Blm, 0y y *Re. Los conjugados del anticuerpo y el agente citotéxico se realizan utilizando
una variedad de agentes de emparejamiento con una proteina bifuncionales, como por ejemplo N-
succinimidil-3-(2-piridilditiol) propionato (SPDP), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de
imidoésteres (como el dimetiladipimidato HCL), ésteres activos (por ejemplo, disuccinimidil
suberato), aldehidos (por ejemplo, glutaraldehidos), compuestos bis-azido (como bis (p-
azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (como bis-(p-diazoniobenzoil)-
etilenodiamina), diisocianatos (por ejemplo, 2,6-diisocianato de tolueno), y compuestos bis-activos
de fluoruro (como 1,5-difluoruro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, una inmunotoxina de ricina se

puede preparar tal y como se describe en Vitetta y col., Science, 238: 1098 (1987). El acido

triaminopentaacético 1-isotiocianatobencil-3-metildietileno marcado con carbono 14 (MX-DTPA) es
un ejemplo de agente quelante para la conjugacion de un radionucledtido con el anticuerpo. Véase el
documento W094/11026.

También se contemplan en la presente memoria descriptiva los conjugados de un anticuerpo
y una o mas toxinas de molécula pequefia, como una caliqueamicina, maitansinoides, un tricoteno y
un CC1065, asi como los derivados de estas toxinas que tengan una actividad tdxica.

Maitansina vy maitansinoides

En una realizacion preferente, un anticuerpo anti-TAT (de longitud completa o fragmentos)
de la invencion se conjuga con una o mas moléculas de maitansinoides.

Los maitansinoides son inhibidores mitdticos que actiian inhibiendo la polimerizacion de la
tubulina. La maitansina se aislé por primera vez a partir del arbusto de Africa oriental Maytenus
serrata (patente de EE.UU. n° 3.896.111). Posteriormente, se descubri6 que determinados microbios
también producian maitansinoides, como el maitansinol y los ésteres de C-3 maitansinol (patente de
EE.UU. n° 4.151.042). El maitansinol sintético y sus derivados y analogos se detallan, por ejemplo,

en las patentes de EE.UU. n* 4.137.230, 4.248.870, 4.256.746, 4.260.608, 4.265.814, 4.294.757,
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4.307.016,4.308.268,4.308.269, 4.309.428, 4.313.946,4.315.929, 4.317.821, 4.322.348, 4.331.598,
4.361.650, 4.364.866, 4.424.219, 4.450.254, 4.362.663 y 4.371.533, y sus divulgaciones se
incorporan expresamente en la presente memoria descriptiva a modo de referencia.

Conjugados maitansinoide-anticuerpo

En un intento de mejorar su indice terapéutico, la maitansina y los maitansinoides se han
conjugado con anticuerpos que se unen de forma especifica a antigenos de células tumorales. Los
inmunoconjugados contienen maitansinoides, y su uso terapéutico se detalla, por ejemplo, en las
patentes de EE.UU. n* 5.208.020, 5.416.064 y la patente europea n° 0425235 Bl, y sus
divulgaciones se incorporan expresamente en la presente memoria descriptiva a modo de referencia.

Liu y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623 (1996) describen los inmunoconjugados que

comprenden un maitansinoide denominado DM1 enlazado al anticuerpo monoclonal C242 dirigido
contra el cancer colorrectal humano. Se descubri6 que el conjugado era altamente citotoxico para las
células del cancer de colon en cultivo, que mostré actividad antitumoral en un ensayo de crecimiento

tumoral in vivo. Chari y col., Cancer Research 52:127-131 (1992) describen inmunoconjugados en

los que un maitansinoide se conjugd por medio de un enlazador de disulfuros con el anticuerpo
murino A7 que se une a un antigeno en las lineas celulares del cancer de colon humano, o con otro
anticuerpo monoclonal murino TA.1 que se une al oncogén HER-2/neu. La citotoxicidad del
conjugado TA.1-maitansinoide se probd in vitro en la linea celular SK-BR-3 del cancer de mama,
que expresa 3 x 10° antigenos de superficie HER-2 por célula. El conjugado del farmaco consiguié
un alto grado de citotoxicidad similar al del farmaco maitansinoide libre, que podria ser mayor
aumentando la cantidad de moléculas de maitansinoides por cada molécula del anticuerpo. El
conjugado A7-maitansinoide mostrd una citotoxicidad sistémica baja en ratones.

Conjugados anticuerpo anti-polipéptido TAT-maitansinoide (inmunoconjugados)

Los conjugados anticuerpo anti-TAT-maitansinoide se preparan enlazando por via quimica
un anticuerpo anti-TAT con una molécula de maitansinoide sin que disminuya significativamente la
actividad bioldgica de ambos elementos del conjugado. Se ha demostrado que una media de 3-4
moléculas de maitansinoides conjugadas por anticuerpo resulta eficaz para mejorar la citotoxicidad
de las células objetivo sin afectar negativamente a la funcién o solubilidad del anticuerpo, aunque
cabria esperar que incluso una molécula de toxina/anticuerpo mejorase la citotoxicidad con relacion
al uso del anticuerpo desnudo. Los maitansinoides son bien conocidos en la materia y pueden
sintetizarse mediante técnicas conocidas o aislarse de fuentes naturales. Se detallan maitansinoides
adecuados, por ejemplo, en la patente de EE.UU. n°® 5.208.020 y otras patentes y publicaciones no

patentadas a las que anteriormente se ha hecho referencia en la presente memoria descriptiva. Los

115

<}



maitansinoides preferentes son el maitansinol y analogos del mismo modificados en el anillo
aromatico u otras posiciones de la molécula de maitansinol, como distintos ésteres del maitansinol.

Se conocen muchos grupos de enlace en la materia para producir conjugados anticuerpo-
maitansinoide, incluyendo, por ejemplo, los detallados en la patente de EE.UU. n°® 5.208.020 o la

patente european® 0 425 235 B1, y en Chari y col., Cancer Research 52:127-131 (1992). Los grupos

de enlace incluyen grupos de disulfido, grupos de tioéter, grupos de labil acido, grupos de
fotolabilos, grupos de 1abil peptidasa o grupos de labil esterasa, como los detallados en las patentes
identificadas anteriormente, siendo los grupos de disulfido y tioéter los preferentes.

Los conjugados del anticuerpo y el maitansinoide se pueden realizar utilizando una variedad
de agentes de emparejamiento con una proteina bifuncionales como por ejemplo N-succinimidil-3-
(2-piridilditio) propionato (SPDP), succinimidil-4-(N-maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato,
iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (como el dimetiladipimidato HCL),
ésteres activos (por ejemplo, disuccinimidil suberato), aldehidos (por ejemplo, glutaraldehidos),
compuestos bis-azido (como bis (p-azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (como
bis-(p-diazoniobenzoil)-etilenodiamina), diisocianatos (por ejemplo, 2,6-diisocianato de tolueno) y
compuestos bis-activos de fluoruro (como 1,5-difluoruro-2,4-dinitrobenceno). Los agentes de
emparejamiento particularmente preferentes para proporcionar un enlace de disulfido incluyen N-
succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato (SPDP) (Carlsson y col., Biochem. J. 173:723-737 [1978])
y N-succinimidil-4-(2-piridiltio) pentanoato (SPP).

El enlazador se puede unir a la molécula de maitansinoide en varias posiciones, dependiendo
de la clase de enlace. Por ejemplo, un enlace con éster se puede formar por reaccién con un grupo
hidroxilo utilizando técnicas convencionales de emparejamiento. La reaccion puede ocurrir en la
posicién C-3 que tenga un grupo hidroxilo, la posicion C-14 modificada con hidroximetilo, la
posicién C-15 modificada con un grupo hidroxilo y la posicién C-20 que tenga un grupo hidroxilo.
En una realizacion preferente, el enlace se forma en la posicion 3 del maitansinol o un anélogo de
éste.

Caligueamicina

Otro inmunoconjugado de interés comprende un anticuerpo anti-TAT conjugado conuna o
méas moléculas de caliqueamicina. La familia de antibiéticos de la caliqueamicina es capaz de
producir rupturas del ADN de hebra doble en concentraciones por debajo de picomolar. Para la
preparacién de conjugados de la familia de la caliqueamicina, véanse las patentes de EE.UU. n*
5.712.374,5.714.586,5.739.116,5.767.285, 5.770.701, 5.770.710, 5.773.001, 5.877.296 (todas para

American Cyanamid Company). Entre los analogos estructurales de la caliqueamicina que se pueden
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utilizar se incluyen, aunque sin limitarse a, v, o, a5, N-acetyl-y,", PSAG y ¢'; (Hinman y col.,

Cancer Research 53:3336-3342 (1993), Lode y col., Cancer Research 58:2925-2928 (1998) y las

patentes de EE.UU. anteriormente mencionadas para American Cyanamid). Otro farmaco
antitumoral con el que es posible conjugar el anticuerpo es el QFA, que es un antifolato. Tanto la
caliqueamicina como el QFA tienen sitios intracelulares de accion y no atraviesan facilmente la
membrana plasmatica. Por ello, la absorcion celular de estos agentes a través de la internalizacidn
mediada con anticuerpos potencia enormemente sus efectos citotéxicos.

Otros agentes citotdxicos

Otros agentes antitumorales que se pueden conjugar con los anticuerpos anti-TAT de la
invencién incluyen BCNU, estreptozoicina, vincristina y 5-fluorouracilo, la familia de agentes
conocida colectivamente como complejo LL-E33288 descrita en las patentes de EE.UU. n®
5.053.394, 5.770.710, asi como las esperamicinas (patente de EE.UU. n° 5.877.296).

Las toxinas con actividad enzimatica y los fragmentos de las mismas que se pueden utilizar
incluyen la cadena de difteria A, los fragmentos activos sin unién de la toxina de la difteria, la
cadena de exotoxina A (de Pseudomonas aeruginosa), la cadena de ricina A, la cadena de abrina A,
la cadena de modecina A, la alfa-sarcina, las proteinas de Aleurites fordii, las proteinas de diantina,
las proteinas de Phytolaca americana (PAPIL, PAPIl y PAP-S), el inhibidor de la momordica
charantia, la curcina, la crotina, el inhibidor de la saponaria officinalis, la gelonina, la mitogelina, la
restrictocina, la fenomicina, la enomicina y el tricotecenos. Véase, por ejemplo, €l documento WO
93/21232 publicado el 28 de octubre de 1993.

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

Para la destruccidn selectiva del tumor, el anticuerpo puede comprender un atomo altamente
radioactivo. Hay disponible una variedad de is6topos radiactivos para la produccion de anticuerpos
anti-TAT radioconjugados. Entre los e¢jemplos se incluye At 1, I ’, ' , YQO, Rel%, Re188, Sm153,
Bi*!?, P*, Pb*'? ¢ is6topos radiactivos de Lu. Cuando el conjugado se utiliza para el diagndstico,

puede comprender un atomo radioactivo para estudios escintigraficos, por ejemplo tc”™ o I'#

,0un
marcador giratorio para resonancia magnética nuclear (RMN) (conocida también como imagenes
obtenidas mediante resonancia magnética, irm), como yodo-123 nuevamente, yodo-131, indio-111,
fluor-19, carbono-13, nitrégeno-15, oxigeno-17, gadolinio, manganeso o hierro.

Pueden incorporarse marcadores radiactivos o de otra clase al conjugado mediante formas

conocidas. Por ejemplo, el péptido se puede biosintetizar o sintetizar mediante sintesis quimica de
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aminoécidos utilizando precursores adecuados de aminoécidos que contengan, por ejemplo, flior-19
en lugar de hidrégeno. Los marcadores como tc®™ o I'2%, Re'%, Re'** e In'"" se pueden unir a través
de un residuo de cisteina en el péptido. El itrio-90 se puede unir a través de un residuo de lisina. El
método JIODOGEN (Fraker y col (1978) Biochem. Biophys. Res. Commun. 80: 49-57) se puede
utilizar para incorporar yodo-123. En “Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy” (Chatal,
CRC Press 1989) se describen otros métodos con detalle.

Los conjugados de anticuerpos y agentes citotdxicos se pueden realizar utilizando una
variedad de agentes de emparejamiento con una proteina bifuncionales, como por ejemplo N-
succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato (SPDP), succinimidil-4-(N-maleimidometil) ciclohexano-
1-carboxilato, iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (como el
dimetiladipimidato HCL), ésteres activos (por ejemplo, disuccinimidil suberato), aldehidos (por
ejemplo, glutaraldehidos), compuestos bis-azido (como bis (p-azidobenzoil) hexanodiamina),
derivados de bis-diazonio (como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilenodiamina), diisocianatos (por
ejemplo, 2,6-diisocianato de tolueno), y compuestos bis-activos de fluoruro (como 1,5-difluoruro-
2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, una inmunotoxina de ricina se puede preparar tal como se
describe en Vitetta y col.,, Science, 238:1098 (1987). El é4cido triaminopentaacético 1-
isotiocianatobencil-3-metildietileno marcado con carbono 14 (MX-DTPA) es un ejemplo de agente
quelante para la conjugacién de un radionucleétido con el anticuerpo. Véase el documento
WQ094/11026. El enlazador puede ser un “enlazador escindible” que facilite la liberacion del
farmaco citotoxico en la célula. Por ejemplo, puede utilizarse un enlazador acido-labil, un enlazador
sensible a la peptidasa, un enlazador fotolabil, un enlazador de dimetilo o un enlazador que contenga

disulfuro (Chari y col., Cancer Research 52:127131 (1992); patente de EE.UU. n° 5.208.020).

Alternativamente, una proteina de fusiéon que contenga el anticuerpo anti-TAT y el agente
citotéxico puede realizarse, por ejemplo, mediante técnicas recombinantes o sintesis de péptidos. La
longitud del ADN puede incluir regiones respectivas que codifiquen las dos porciones del
conjugado, ya sea que estén adyacentes una a otra o separadas por una regién que codifica un
péptido enlazador que no destruye las propiedades deseadas del conjugado.

En otra realizacién, el anticuerpo puede conjugarse con un “receptor” (como la
estreptavidina) para desarrollar una accion previa contra el tumor, donde el conjugado anticuerpo-
receptor se administra al paciente, luego, el conjugado no unido se elimina de la circulacion,
utilizando un agente de eliminacion, y posteriormente se administra un “ligando” (por ejemplo, la

avidina) que se conjuga con un agente citotoxico (por ejemplo, un radionucleé6tido).

118



10. Inmunoliposomas

Los anticuerpos anti-TAT detallados en la presente memoria descriptiva también se formulan
como inmunoliposomas. Un “liposoma” es una pequefia vesicula compuesta por varias clases de
lipidos, fosfolipidos y/o un surfactante que es util para la administracion de un farmaco a un
mamifero. Por lo general, los componentes del liposoma se disponen en una formacion de doble
capa, de manera similar a la disposicion de los lipidos en las membanas biologicas. Los liposomas

que contienen el anticuerpo se preparan mediante procedimientos conocidos en la materia, como por

ejemplo el descrito en Epstein y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:3688 (1985); Hwangy col,,
Proc. Natl Acad. Sci. USA, 77:4030 (1980); las patentes de EE..UU. n* 4.485.045 y 4.544.545; y el

documento W097/38731 publicado el 23 de octubre de 1997. Los liposomas con mayor tiempo de
circulacion se detallan en la patente de EE.UU. n°® 5.013.556.

Se pueden generar liposomas particularmente ttiles mediante el método de evaporacion de
fase inversa con una composicion lipidica que comprenda fosfatidilcolina, colesterol y
fosfatidiletanolamina derivada de PEG (PEG-PE). Los liposomas se extruyen a través de filtros con
tamafio de poro definido para producir liposomas con el didmetro deseado. Los fragmentos Fab' del
anticuerpo de la presente invencién se pueden conjugar con los liposomas, tal como se describe en
Martin y col., J. Biol. Chem. 257: 286-288 (1982), a través de una reaccién de intercambio de
disulfuros. Opcionalmente, el liposoma puede contener un agente quimioterapéutico. Véase Gabizon

y col., J. National Cancer Inst. 81 (19):1484 (1989).

B. Oligopéptidos que se unen a un TAT

Los oligopéptidos que se unen a un TAT de la presente invencién son oligopéptidos que se
unen, preferentemente de forma especifica, a un polipéptido TAT, tal como se describe en la
presente memoria descriptiva. Los oligopéptidos que se unen a un TAT pueden sintetizarse
quimicamente a través de métodos conocidos de sintesis de oligopéptidos o prepararse y purificarse
usando tecnologia recombinante. La longitud de los oligopéptidos que se unen a un TAT es por lo
general de al menos 5 aminoacidos, alternativamente de al menos 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16,17, 18,19, 20,21, 22,23, 24, 25,26,27, 28,29, 30,31, 32,33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42,
43, 44,45, 46, 47,48, 49, 50, 51,52, 53, 54, 55, 56, 57, 58,59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69,
70,71,72,73,74,75,76,77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 99 6 100 aminoacidos o mas, siendo estos oligopéptidos capaces de unirse, preferentemente
de forma especifica, a un polipéptido TAT, tal como se describe en la presente memoria descriptiva.

Los oligopéptidos que se unen a un TAT pueden identificarse sin excesiva experimentacion a través

de técnicas bien conocidas. A este respecto, cabe destacar que las técnicas para explorar bibliotecas
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de oligopéptidos a fin de encontrar oligopéptidos capaces de unirse especificamente a un polipéptido
objetivo son bien conocidas en la materia (véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n* 5.556.762,
5.750.373,4.708.871, 4.833.092, 5.223.409, 5.403.484, 5.571.689, 5.663.143; las publicaciones del
PCT n”® WO 84/03506 y W0O84/03564; Geysen y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 81:3998-4002
(1984); Geysen y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82:178-182 (1985); Geysen y col., en Synthetic
Peptides as Antigens, 130-149 (1986); Geysen y col., J. Immunol. Meth., 102:259-274 (1987),
Schoofs y col., J. Immunol., 140:611-616 (1988), Cwirla, S. E. y col. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 87:6378; Lowman, H.B. y col. (1991) Biochemistry, 30:10832; Clackson, T. y col. (1991)
Nature, 352: 624; Marks, J. D. y col. (1991), J. Mol. Biol., 222:581; Kang, A.S. y col. (1991) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 88:8363, y Smith, G. P. (1991) Current Opin. Biotechnol., 2:668).

A este respecto, la presentacion en bacteriofagos (fagos) es una técnica bien conocida que
permite explorar extensas bibliotecas de oligopéptidos a fin de identificar los miembros capaces de
unirse de forma especifica a un objetivo polipéptido. La presentacién en fagos es una técnica
mediante la cual los polipéptidos con variantes se muestran como proteinas de fusion a la proteina
con revestimiento presente en la superficie de las particulas de bacteriéfagos (Scott, J.K. y Smith, G.
P. (1990) Science 249: 386). La utilidad de la presentacién en fagos reside en que las bibliotecas
extensas de variantes de proteinas incluidas de forma selectiva y aleatoria (0 ADNc clonados
también de forma aleatoria) pueden clasificarse con rapidez y eficacia para detectar aquellas
secuencias que se unen a una molécula objetivo con afinidad elevada. La presentacion de bibliotecas
de péptidos (Cwirla, S. E. y col. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378) o proteinas (Lowman,
H.B. y col. (1991) Biochemistry, 30:10832; Clackson, T. y col. (1991) Nature, 352: 624; Marks, J.
D. y col. (1991), J. Mol. Biol., 222:581; Kang, A.S. y col. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
88:8363) en fagos se ha utilizado para explorar millones de polipéptidos u oligopéptidos para
detectar aquéllos que tengan propiedad de unién especifica (Smith, G. P. (1991) Current Opin.
Biotechnol., 2:668). La clasificaciéon de bibliotecas de fagos de mutantes aleatorios requiere una
estrategia para construir y propagar una gran cantidad de variantes, un procedimiento para purificar
la afinidad usando el receptor del objetivo y un medio para evaluar los resultados de los
enriquecimientos de la unién. Patentes de EE.UU. n* 5.223.409, 5.403.484, 5.571.689 y 5.663.143.

A pesar de que en la mayoria de los métodos de presentacion en fagos se han empleado fagos
filamentosos, también se conocen los sistemas de presentacion en fagos lambdoides (documento
WO 95/34683; patente de EE.UU. n° 5.627.024), los sistemas de presentacion en fagos T4 (Ren 'y
col., Gene, 215: 439 (1998); Zhu y col., Cancer Research, 58(15): 3209-3214 (1998); Jiang y col.,
Infection & Immunity, 65(11): 4770-4777 (1997); Ren y col., Gene, 195(2):303-311 (1997); Ren,
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Protein Sci., 5: 1833 (1996); Efimov y col., Virus Genes, 10: 173 (1995)) y los sistemas de
presentacion en fagos T7 (Smith y Scott, Methods in Enzymology, 217: 228-257 (1993); patente de
EE.UU. n® 5.766.905).

Actualmente se han desarrollado muchas otras mejoras y variaciones del concepto basico de
la presentacion en fagos. Estas mejoras refuerzan la capacidad de los sistemas de presentacién para
explorar bibliotecas de péptidos a fin de unirlos a moléculas objetivo seleccionadas y mostrar
proteinas funcionales, proporcionando el potencial de detectar en dichas proteinas las propiedades
deseadas. Se han desarrollado dispositivos de reaccién combinatoria para las reacciones de
presentacion en fagos (documento WO 98/14277), y se han utilizado bibliotecas de presentaciones
en fagos para analizar y controlar las interacciones bimoleculares (documentos WO 98/20169 y WO
98/20159) y las propiedades de los péptidos helicoidales constrefiidos (documento WO 98/20036).
En el documento WO 97/35196 se describe un método para aislar un ligando de afinidad en que una
biblioteca de presentaciones en fagos se pone en contacto con una solucién en que el ligando se
unir4 a una molécula objetivo y una segunda solucién en que el ligando de afinidad no se unird a la
molécula objetivo, a fin de aislar selectivamente los ligandos de unién. En el documento WO
97/46251 se describe un método para establecer ciclos de seleccion en una biblioteca aleatoria de
presentaciones en fagos con un anticuerpo de afinidad purificado y después aislar el fago de unién,
seguido de un proceso de microciclos de seleccion utilizando pozos de microplacas a fin de aislar el
fago de unién de alta afinidad. También se ha informado sobre el uso de la proteina A de
Staphlylococcus aureus como sefial de afinidad (Li y col. (1998) Mol. Biotech., 9:187). En el
documento WO 97/47314 se describe el uso de bibliotecas de sustraccion de sustratos para distinguir
las especifidades enzimaticas usando una biblioteca combinatoria que puede ser una biblioteca de
presentaciones en fagos. En el documento WO 97/09446 se describe un método para seleccionar
enzimas adecuadas para su uso en detergentes mediante presentaciones en fagos. También se
describen métodos adicionales para seleccionar proteinas de unién especificas en las patentes de
EE.UU. n® 5.498.538, 5.432.018 y el documento WO 98/15833.

Los métodos para generar bibliotecas de péptidos y explorarlas también se detallan en las
patentes de EE.UU. n® 5.723.286, 5.432.018, 5.580.717, 5.427.908, 5.498.530, 5.770.434,
5.734.018, 5.698.426, 5.763.192 y 5.723.323.

C. Moléculas organicas que se unen a un TAT

Las moléculas organicas que se une a un TAT son moléculas organicas distintas de los
oligopéptidos o anticuerpos, tal como se define en la presente memoria descriptiva, que se unen,

preferentemente de forma especifica, a un polipéptido TAT, tal como se describe en la presente
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memoria descriptiva. Las moléculas organicas que se unen a un TAT pueden identificarse y
sintetizarse quimicamente a través de métodos conocidos (véase, por ejemplo, las publicaciones del
PCT n® W000/00823 y W0O00/39585). El tamafio de las moléculas organicas que se unen aun TAT
es normalmente inferior a los 2.000 daltons, alternativamente inferior a unos 1.500, 750, 500, 2506
200 daltons, y dichas moléculas orgénicas capaces de unirse, preferentemente de forma especifica, a
un polipéptido TAT, tal como se describe en la presente memoria descriptiva, pueden identificarse
sin excesiva experimentacion a través de técnicas bien conocidas. A este respecto, cabe destacar que
las técnicas para explorar bibliotecas de moléculas organicas a fin de encontrar moléculas capaces de
unirse a un polipéptido objetivo son bien conocidas en la materia (véase, por ejemplo, las
publicaciones del PCT n® W000/00823 y WO00/39585). Las moléculas organicas que se unen a un
TAT pueden ser, por ejemplo, aldehidos, cetonas, oximos, hidrazonas, semicarbazonas, carbacidas,
aminos primarios, secundarios y terciarios, hidracinas con el radical N sustituido, hidrazidas,
alcoholes, éteres, tioles, tioéteres, disulfuros, acidos carboxilicos, ésteres, amidas, tireas, carbamatos,
carbonatos, cetales, tiocetales, acetales, tioacetales, arilhaluros, arilsulfonatos, alquilhaluros,
alquilsulfonatos, compuestos aromaticos, compuestos heterociclicos, anilinas, alquenos, alquinos,
dioles, alcoholes amino, oxazolidinas, oxazolinas, tiazolidinas, tiazolinas, enaminas, sulfonamidas,
epoxidos, aziridinas, isocianatos, cloruros de sulfonilo, compuestos de diazo, cloruros acidos o
similares.

D. Exploracion de anticuerpos anti-TAT, oligopéptidos que se unen a un TAT y

moléculas organicas que se unen a un TAT con las propiedades deseadas

Las técnicas para generar anticuerpos, oligopéptidos y moléculas orgénicas que se unen a
polipéptidos TAT se han descrito anteriormente. También se pueden seleccionar anticuerpos,
oligopéptidos u otras moléculas organicas con ciertas caracteristicas bioldgicas, como se desee.

Los efectos inhibidores del crecimiento*de un anticuerpo anti-TAT, oligopéptido u otra
molécula organica de la invencién pueden evaluarse mediante métodos conocidos en la materia, por
ejemplo, utilizando células que expresen un polipéptido TAT, bien de forma endogena o tras una
transfeccién con el gen de un TAT. Por ejemplo, las lineas de células tumorales y las células
transfectadas con un TAT apropiadas pueden tratarse con un anticuerpo monoclonal anti-TAT,
oligopéptido u otra molécula organica de la invencidn en diversas concentraciones durante unos
cuantos dias (por ejemplo, de 2 a 7 dias) y tefiirse con cristal violeta o MTT o analizarse mediante
algun otro analisis colorimétrico. Otro método para medir la proliferacion seria comparando la
absorcion de *H-timidina por parte de las células tratadas en presencia o ausencia de un anticuerpo

anti-TAT, un oligopéptido que se una a un TAT o una molécula organica que se unaaun TAT de la
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invencion. Tras el tratamiento con anticuerpos, las células se recogen y 1a cantidad de radioactividad
incorporada en el ADN se cuantifica en un contador de escintilacién. Los controles positivos
apropiados incluyen el tratamiento de una linea celular seleccionada con un anticuerpo inhibidor del
crecimiento conocido por inhibir el crecimiento de esa linea celular. La inhibicion in vivo del
crecimiento de células tumorales puede determinarse de diversas formas conocidas en 1a materia.
Preferentemente, la célula tumoral es una que sobreexprese un polipéptido TAT. En una realizacion,
a una concentracion de anticuerpos de alrededor de entre 0,5 y 30 ug/ml, el anticuerpo anti-TAT, el
oligopéptido que se una a un TAT o la molécula organica que se una a un TAT inhibira la
proliferacion celular de una célula tumoral que exprese un TAT in vitro o in vivo preferentemente
alrededor de entre un 25 y un 100%, mas preferentemente alrededor de entre un 30 y un 100%, y
mas preferentemente aun alrededor de entre un 50 y un 100% o entre un 70 y un 100%, en
comparacion con la célula tumoral no tratada. La inhibicién del crecimiento se puede medir a una
concentracién de anticuerpos de alrededor de entre 0,5 y 30 pg/ml o entre 0,5 nM y 200 nM en
cultivo celular, donde la inhibicién del crecimiento se determina entre 1 y 10 dias tras la exposicion
de las células tumorales al anticuerpo. El anticuerpo es un inhibidor del crecimiento in vivo si la
administracion del anticuerpo anti-TAT, a concentraciones de alrededor de entre 1 pg/kg y 100
mg/kg de peso corporal, da lugar a la reduccion del tamafio del tumor o la proliferacion celular entre
unos 5 dias y 3 meses después de la primera administracion del anticuerpo, preferentemente entre
unos 5 y 30 dias.

Para seleccionar un anticuerpo anti-TAT, un oligopéptido que se una a un TAT o una
molécula organica que se una a un TAT que induzca la muerte celular, se puede evaluar la pérdida
de la integridad de la membrana con relacidén al agente de control, lo cual se puede detectar, por
ejemplo, mediante absorcién de yoduro de propidio (PI), azul de tripan o 7AAD. Se puede realizar
un andlisis de absorcion de PI en ausencia de células efectoras inmunes y de complemento. Las
células tumorales que expresan un polipéptido TAT se incuban en un medio solo o0 uno que contenga
el anticuerpo anti-TAT (por ejemplo, a una concentracion de unos 10 pug/ml), el oligopéptido que se
une a un TAT o la molécula orgéanica que se une a un TAT apropiado. Las células se incuban
durante 3 dias. Después de cada tratamiento, las células se lavan y se alicuotan en tubos de 35 mm
con filtro en la tapa de 12 x 75 (1 ml por tubo, 3 tubos por grupo de tratamiento) para eliminar la
agregacion celular. Los tubos reciben entonces el PI (10 pg/ml). Las muestras se pueden analizar
utilizando un citémetro de flujo FACSCAN® y software FACSCONVERT® CellQuest (Becton
Dickinson). Esos anticuerpos anti-TAT, oligopéptidos que se unen a un TAT o moléculas organicas

que se unen a un TAT que inducen niveles estadisticamente significativos de muerte celular, tal
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como se determina mediante absorcién de PI, pueden seleccionarse como anticuerpos anti-TAT,
oligopéptidos que se unen a un TAT o moléculas organicas que se unen a un TAT que inducen la
muerte celular.

A fin de examinar los anticuerpos, oligopéptidos u otras moléculas orgénicas que se unen a
un epitopo o polipéptido TAT ligado por un anticuerpo de interés, se puede llevar a cabo un ensayo

rutinario de bloqueo cruzado como el descrito en Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring

Harbor Laboratory, Ed Harlow y David Lane (1988). Este ensayo puede emplearse para determinar
si-un anticuerpo, oligopéptido u otra molécula organica de prueba se une en el mismo sitio o epitopo
que un anticuerpo anti-TAT conocido. De forma alternativa, o adicionalmente, el mapeo del epitopo
se puede realizar mediante métodos conocidos en la materia. Por ejemplo, la secuencia de
anticuerpos se puede mutagenizar, por ejemplo, mediante barrido de alanina, para identificar
residuos de contacto. Inicialmente, se prueba la unién del anticuerpo mutante a un anticuerpo
policlonal para garantizar un plegamiento correcto. En un método diferente, los péptidos que
corresponden a diferentes regiones de un polipéptido TAT se pueden utilizar en andlisis de
competicion con los anticuerpos de prueba o un anticuerpo de prueba y un anticuerpo con un epitopo
caracterizado o conocido.

E. Terapia con profirmaco con mediacién enzimatica dependiente de anticuerpos

(ADEPT)

Los anticuerpos de la presente invencion también se pueden usar en la ADEPT conjugando el

anticuerpo con una enzima activadora de profarmacos que convierte un profarmaco (por ejemplo, un
agente quimioterapéutico peptidil, véase el documento WO81/01145) en un antineopldsico activo.
Véase, por ejemplo, el documento WO 88/07378 y la patente de EE.UU. n® 4.975.278.

El componente enzimatico del inmunoconjugado util para la ADEPT incluye cualquier
enzima capaz de actuar sobre un profarmaco de tal forma que lo convierta en su forma citotdxica
mas activa.

Las enzimas que son utiles en el método de la presente invencion incluyen, aunque sin
limitarse a, fosfatasa alcalina, Gtil para convertir los profirmacos que contengan fosfatasa en
farmacos libres; arilsulfatasa, til para convertir los profarmacos que contengan sulfato en farmacos
libres; citosina deaminasa, util para convertir 5-fluorocitosina no tdéxica en el firmaco
antineoplasico, 5-fluorouracil, proteasas, como serratia proteasa, termolisina, subtilisina,
carboxipeptidasas y catepsinas (como catepsinas B y L), que son 1tiles para convertir profarmacos
que contengan péptidos en farmacos libres; D-alanilcarboxipeptidasas, utiles para convertir

profarmacos que contengan sustituyentes de acido D-amino; enzimas que escinden carbohidratos,
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como (3-galactosidasa y neuraminidasa, utiles para convertir los profarmacos glicosilados en
farmacos libres; B-lactamasa, util para convertir firmacos derivados de -lactamos en farmacos
libres; y penicilina amidasas, como penicilina V amidasa o penicilina G amidasa, utiles para
convertir farmacos derivados en sus nitrégenos de amino de grupos fenoxiacetil o fenilacetil,
respectivamente, en fArmacos libres. Alternativamente, los anticuerpos con actividad enzimatica,
también conocidos en la materia como “abismas”, se pueden utilizar para convertir los profarmacos
de la invencién en fiarmacos libres activos (véase, por ejemplo, Massey, Nature 328:457-458
(1987)). Los conjugados anticuerpo-abzima se pueden preparar, tal como se describe en la presente
memoria descriptiva, para la administracion de la abzima a una poblacién de células tumorales.
Las enzimas de la presente invencion se pueden unir de forma covalente a los anticuerpos
anti-TAT mediante técnicas bien conocidas en la materia, como el uso de los reagentes
heterobifuncionales de enlace cruzado mencionados anteriormente. Alternativamente, las proteinas
de fusién que incluyen al menos la regién de unién al antigeno de un anticuerpo de la invencion
enlazado al menos a una porcién funcionalmente activa de una enzima de la invencién se pueden
construir usando técnicas de ADN recombinante bien conocidas en la materia (véase, por ejemplo,

Neuberger y col., Nature, 312: 604-608 (1984)).

F. Polipéptidos TAT de longitud completa

La presente invencién también proporciona secuencias de nucledtidos de reciente
identificacion y aislamiento que codifican polipéptidos a los cuales se hace referencia en la presente
solicitud como polipéptidos TAT. En particular, se han identificado y aislado ADNc (de longitud
parcial y completa) que codifican diversos polipéptidos TAT, tal como se detalla mas adelante con
mayor detalle en los Ejemplos.

Tal como se detalla més adelante en los Ejemplos, diversos clones de ADNc se han
depositado en la ATCC. El experto en la materia puede determinar rapidamente las secuencias de
nucledtidos reales de estos clones secuenciando el clon depositado mediante procedimientos
rutinarios en la materia. La secuencia de aminoacidos pronosticada puede determinarse a partir de la
secuencia de nucledtidos a través de técnicas rutinarias. En algunos casos, los solicitantes han
identificado para los polipéptidos TAT y 4cidos nucleicos codificadores descritos en la presente
memoria descriptiva lo que se cree que es la estructura de lectura que mejor se puede identificar con
la informacion sobre secuencias de que se dispone en estos momentos.

G. Variantes de anticuerpos anti-TAT vy polipéptidos TAT

Ademas de los anticuerpos anti-TAT y los polipéptidos TAT con secuencia nativa de

longitud completa descritos en la presente memoria descriptiva, se contempla que se puedan
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preparar variantes de anticuerpos anti-TAT y polipéptidos TAT. Las variantes de anticuerpos anti-
TAT y polipéptidos TAT se pueden preparar introduciendo cambios nucledtidos adecuados en el
ADN codificador y/o mediante sintesis del anticuerpo o polipéptido deseado. Los expertos en la
materia observaran que los cambios en los aminodcidos pueden alterar los procesos
postranslacionales del anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT, como el cambio de la cantidad o
posicion de los sitios de glicosilacion o la alteracion de las caracteristicas de anclaje a la membrana.

Se pueden introducir variaciones en los anticuerpos anti-TAT y polipéptidos TAT descritos
en la presente memoria descriptiva utilizando, por ejemplo, cualquiera de las técnicas y pautas para
mutaciones conservadoras y no conservadoras explicadas, por ejemplo, en la patente de EE.UU. n°
5.364.934. Estas variaciones pueden ser una sustitucion, eliminacién o insercién de uno o mas
codones que codifiquen el anticuerpo o polipéptido, lo que origina un cambio en la secuencia de
aminoacidos con respecto al anticuerpo o polipéptido de secuencia nativa. Opcionalmente, la
variacion consiste en la sustitucién de al menos un aminoacido por cualquier otro aminoécido en
uno o mas dominios del anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT. Las pautas para determinar qué
residuo de aminoacidos se puede insertar, sustituir o eliminar sin afectar negativamente a la
actividad deseada se pueden obtener comparando la secuencia del anticuerpo anti-TAT o polipéptido
TAT con la de las moléculas de proteinas homélogas conocidas y minimizando la cantidad de
cambios en la secuencia de aminoacidos realizados en regiones con alta homologia. Las
sustituciones de aminodacidos pueden ser la consecuencia de sustituir un aminoacido por otro con
propiedades estructurales y/o quimicas similares, como la sustitucién de una leucina por una serina;
es decir, sustituciones de aminoécidos conservadoras. Las inserciones o eliminaciones pueden ser,
opcionalmente, del orden de entre 1 y 5 aminoacidos. La variacion permitida se puede determinar
mediante la realizacidn sistematica de inserciones, eliminaciones o sustituciones de aminoacidos en
la secuencia y el analisis de las variantes resultantes para evaluar la actividad presentada por la
secuencia nativa madura o de longitud completa.

En la presente memoria descriptiva se proporcionan fragmentos de anticuerpos anti-TAT y
polipéptidos TAT. Dichos fragmentos pueden truncarse en los terminales N o C, o carecer de
residuos internos, por ejemplo, en comparacién con una proteina o un anticuerpo nativo de longitud
completa. Ciertos fragmentos carecen de residuos de aminoacidos que no son esenciales para una
actividad bioldgica deseada del anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT.

Los fragmentos de anticuerpos anti-TAT o polipéptidos TAT pueden prepararse mediante
cualquiera de una serie de técnicas convencionales. Los fragmentos de péptidos deseados se pueden

sintetizar quimicamente. Un enfoque alternativo supone generar fragmentos de anticuerpos o
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polipéptidos mediante digestion enzimatica, por ejemplo, tratando la proteina con una enzima que se
sepa que escinde las proteinas en sitios definidos por residuos de aminoacidos concretos, o mediante
digestion del ADN con enzimas de restriccién adecuadas y aislando el fragmento deseado. Otra
técnica adecuada entrafia el aislamiento y la amplificacién de un fragmento de ADN que codifique
un fragmento de anticuerpo o polipéptido deseado mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Durante la PCR, en los extremos 5'y 3' de los cebadores, se emplean oligonucledtidos que
definen los extremos terminales deseados del fragmento de ADN. Preferentemente, los fragmentos
de anticuerpos anti-TAT y polipéptidos TAT comparten al menos una actividad biologica y/o
inmunoldgica con el anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT nativo detallado en la presente
memoria descriptiva.

En realizaciones concretas, las sustituciones conservadoras de interés se muestran en la Tabla
6, bajo el epigrafe de sustituciones preferentes. Si dichas sustituciones ocasionan un cambio en la
actividad bioldgica, entonces se producen cambios mas sustanciales, denominados “sustituciones
ejemplares” en la Tabla 6, o como se describe a continuacién con relacién a las clases de

aminoacidos, y los productos se seleccionan.

Tabla 6

Residuo Sustituciones Sustituciones
original ejemplares preferentes
Ala (A) Val; Leu; Ile Val
Arg (R) Lis; Gln; Asn Lis
Asn (N) Gln; His; Asp; Lis; Arg Gln
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cis (C) Ser; Ala Ser
GIn (Q) Asn;‘Glu Asn
Glu (E) Asp; Gln Asp
Gl (G) Pro; Ala Ala
His (H) Asn; Gln; Lis; Arg Arg
Ie (I) Leu; Val; Met; Ala; Fe; Leu

Norleucina
Leu (L) Norleucina; Ile; Val; Ile

Met; Ala; Fe
Lis (K) Arg; Gln; Asn Arg
Met (M) Leu; Fe; Ile Leu
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Fe (F) Trp; Leu; Val; Ile; Ala; Tir Leu

Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Tr Tr
Tr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tir; Fe Tir
Tir (Y) Trp; Fe; Tr; Ser Fe
Val (V) Ile; Leu; Met; Fe; Leu

Ala; Norleucina

Las modificaciones sustanciales en la funcién o identidad inmunoldgica del anticuerpo anti-
TAT o polipéptido TAT se logran seleccionando sustituciones que difieran significativamente en su
efecto de mantener (a) la estructura de la columna del polipéptido en el area de la sustitucion, por
ejemplo, como una conformacién plana o helicoidal, (b) la carga o hidrofobicidad de 1a molécula en
el sitio objetivo, o (c) la mayor parte de la cadena lateral. Los residuos que aparecen de forma natural
se dividen en grupos sobre la base de las propiedades comunes de sus cadenas laterales:

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

(2) hidroéfilos neutros: Cis, Ser, Tr; Asn; Gln;

(3) acidos: Asp, Glu;

(4) basicos: His, Lis, Arg;

(5) residuos que influyen en la orientacion de la cadena: Gli, Pro; y
(6) aromaticos: Trp, Tir, Fe.

Las sustituciones no conservadoras supondran intercambiar un miembro de una de estas
clases por otra clase. Estos residuos sustituidos también se pueden introducir en sitios de sustitucion
conservadora o, con mayor preferencia, en los sitios restantes (no conservados).

Las variaciones se pueden realizar utilizando métodos conocidos en la materia, como
mutagénesis (dirigida al sitio) con mediacién de oligonucledtidos, barrido de alanina y mutagénesis

dirigida mediante PCR. La mutagénesis dirigida al sitio [Carter y col., Nucl. Acids Res., 13:4331

(1986); Zoller y col., Nucl. Acids Res., 10:6487 (1987)], la mutagénesis por insercion de un casete

[Wells y col., Gene, 34:315 (1985)], la mutagénesis por seleccion de restriccion [Wells y col.,

Philos. Trans. R. Soc. London SerA, 317:415 (1986)] u otras técnicas conocidas se pueden realizar

en el ADN clonado para obtener el ADN de las variantes de anticuerpos anti-TAT o polipéptidos
TAT.
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También se puede emplear el analisis de aminoacidos por barrido para identificar uno o mas
aminoacidos a lo largo de una secuencia contigna. Entre los aminoécidos preferentes obtenidos por
barrido estan los aminoacidos neutros relativamente pequefios. Estos aminoécidos incluyen alanina,
glicina, serina y cisteina. La alanina es, por lo general, un aminoécido obtenido por barrido
preferente en este grupo porque elimina la cadena lateral mas alla del carbono-beta y tiene menos
probabilidades de alterar la conformacion de la cadena principal de la variante [Cunningham y
Wells, Science, 244:1081-1085 (1989)]. La alanina se suele preferir también porque es el
aminoacido mas comun. Ademas, se encuentra frecuentemente tanto en posiciones expuestas como

ocultas [Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman & Co., N.Y.); Chothia, J. Mol. Biol., 150:1

(1976)]. Si la sustitucion de alanina no permite obtener cantidades suficientes de la variante, se
puede utilizar un aminoacido isotérico.

Cualquier residuo de cisteina que no intervenga en el mantenimiento de la conformacion
adecuada del anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT también se puede sustituir, generalmente con
serina, para mejorar la estabilidad oxidativa de 1amolécula y evitar enlaces cruzados aberrantes. A la
inversa, la(s) unién(es) de cisteina se puede(n) agregar al anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT
para mejorar su estabilidad (particularmente donde el anticuerpo sea un fragmento de anticuerpo
como por ejemplo un fragmento Fv).

Una clase de variante de sustitucion particularmente preferente supone sustituir uno o mas
residuos de la regién hipervariable de un anticuerpo parental (por ejemplo, un anticuerpo
humanizado o humano). Generalmente, la variante o las variantes resultantes seleccionadas para
mayor desarrollo tendran propiedades biol6gicas mejoradas con relacion al anticuerpo parental desde
el cual se generaron. Una manera conveniente de generar dichas variantes de sustitucion involucra la
maduracion de la afinidad utilizando una presentacién en fagos. De manera resumida, varios sitios
de la regién hipervariable (por ejemplo, 6-7 sitios) se mutan para generar todas las sustituciones
posibles de aminoacidos en cada sitio. Las variantes del anticuerpo generadas de este modo se
presentan de forma monovalente, a partir de particulas de fagos filamentosos, como fusiones con el
producto del gen IIl de M 13 que hay dentro de cada particula. Las variantes presentadas en fagos se
examinan entonces para detectar su actividad biologica (por ejemplo, afinidad de unién), tal como se
detalla en la presente memoria descriptiva. A fin de identificar los sitios de la regién hipervariable
candidatos para la modificacion, se puede realizar mutagénesis por barrido de alanina para
identificar los residuos de la region hipervariable que contribuyan significativamente a la unién al
antigeno. De manera alternativa, o adicionalmente, puede ser beneficioso analizar una estructura

cristalina del complejo antigeno-anticuerpo para identificar puntos de contacto entre el anticuerpo y
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el polipéptido TAT humano. Dichos residuos de contacto y adyacentes son candidatos para la
sustitucion de acuerdo con las técnicas elaboradas en la presente memoria descriptiva. Una vez
generadas dichas variantes, el panel de variantes esta sujeto a exploracidn, tal como se describe en la
presente memoria descriptiva, y los anticuerpos con propiedades superiores en uno o mas ensayos
relevantes se pueden seleccionar para mayor desatrollo.

Las moléculas de acidos nucleicos que codifican las variantes de la secuencia de
aminoacidos del anticuerpo anti-TAT se preparan a través de diversos métodos conocidos en la
materia. Estos incluyen, aunque sin limitarse a, el aislamiento desde una fuente natural (en el caso de
variantes de la secuencia de aminoacidos que aparezcan naturalmente) o la preparacidn por
mutagénesis con mediacion de oligonucledtidos (o dirigida al sitio), mutagénesis dirigida mediante
PCR y mutagénesis por insercion de un casete de una variante preparada anteriormente o una version
no variante del anticuerpo anti-TAT.

H. Modificaciones de los anticuerpos anti-TAT v polipéptidos TAT

Las modificaciones covalentes de los anticuerpos anti-TAT y polipéptidos TAT se incluyen
en el campo de la presente invencién. Una clase de modificacion covalente incluye la reaccion de
residuos de aminoécidos objetivo de un anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT con un agente
derivativo organico que sea capaz de reaccionar con cadenas laterales seleccionadas o los residuos
de los terminales N o C del anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT. La derivacién con agentes
bifuncionales resulta util, por ejemplo, para realizar enlaces cruzados, en cualquier sentido, entre un
anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT y una matriz o superficie de soporte insoluble en agua que
se emplee en el método para purificar anticuerpos anti-TAT. Entre los agentes de enlaces cruzados
que normalmente se utilizan se incluyen, por ejemplo, 1,1-bis(diazoacetilo)-2-feniletano,
glutaraldehido, ésteres de N-hidroxisuccinimida, por ejemplo, ésteres con 4cido 4-azidosalicilico,
imidoésteres homobifuncionales, incluyendo ésteres de disuccinimidilo como 3,3'-ditiobis-
(succinimidilpropionato), maleimidos bifuncionales como bis-N-maleimido-1,8-octano y agentes
como metilo-3-[(p-azidofenilo)ditio]propioimidato.

Otras modificaciones incluyen desamidacion de residuos de glutaminilo y asparaginilo por
los residuos de glutamilo y aspartilo correspondientes, respectivamente, hidroxilacion de prolina 'y
lisina, fosforilacién de grupos hidroxilos de residuos serilos o treonilos, metilacién de grupos a-

amino de lisina, arginina y cadenas laterales de histidina [T.E. Creighton, Proteins: Structure and

Molecular Properties, W.H. Freeman & Co., San Francisco, paginas 79-86 (1983) ], acetilacion del

amino con terminal N y amidacién de cualquier grupo carboxilo con terminal C.
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Otra clase de modificacion covalente del anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT incluida en
el campo de la presente invencion consiste en alterar el patrén nativo de glicosilacion del anticuerpo
o polipéptido. Para los fines de la presente memoria descriptiva, la “alteracion del patrén nativo de
glicosilacion” significa la eliminacién de una o mas porciones de carbohidratos presentes en la
secuencia nativa del anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT (bien eliminando el sitio de
glicosilaciéon subyacente, o suprimiendo la glicosilacion en si mediante medios quimicos y/o
enzimaticos) y/o la adicién de uno o mas sitios de glicosilacién que no est&n presentes en la
secuencia nativa del anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT. Ademas, esta frase incluye cambios
cualitativos en la glicosilacién de las proteinas nativas, lo que entrafia un cambio en la naturaleza y
las proporciones de las diversas porciones de carbohidratos presentes.

La glicosilacion de anticuerpos y otros polipéptidos se realiza, generalmente, por enlace N u
O. El enlace N se refiere al anclaje de la porcion de carbohidratos en la cadena lateral de un residuo
de asparragina. Las secuencias de tripéptidos asparragina-X-serina y asparragina-X-treonina, donde
X es cualquier aminoacido excepto la prolina, son las secuencias de reconocimiento para los anclajes
enzimaticos de la porcion de carbohidratos a la cadena lateral de asparragina. Por tanto, la presencia
de cualquiera de estas secuencias de tripéptidos en un polipéptido crea un sitio de glicosilaciéon
potencial. La glicosilacién por enlace O se refiere al anclaje de uno de los azucares N-
acetilgalactosamina, galactosa o xilosa a un acido hidroxiamino, mas cominmente serina o treonina,
a pesar de que también se puede utilizar 5-hidroxiprolina y 5-hidroxilisina.

La adicion de sitios de glicosilacion al anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT se logra
convenientemente alterando la secuencia de aminoacidos para que contenga una o mas de las
secuencias de tripéptidos descritas anteriormente (para sitios de glicosilacion unidos por enlace N).
La alteracion también se puede realizar afiadiendo, o sustituyendo, uno o méas residuos de serina o
treonina a la secuencia del anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT original (para sitios de
glicosilacion unidos por enlace O). Opcionalmente, la secuencia de aminoacidos del anticuerpo anti-
TAT o polipéptido TAT se puede alterar introduciendo cambios en el ADN, especialmente mutando
el ADN que codifique el anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT en bases previamente
seleccionadas, de forma que se generen codones que se traduciran en los aminoécidos deseados.

Otro medio de aumentar la cantidad de porciones de carbohidratos en el el anticuerpo anti-
TAT o polipéptido TAT es mediante emparejamiento quimico o enzimatico de los glucésidos al
polipéptido. Estos métodos se describen en la materia, por ejemplo, en el documento WO 87/05330,
publicado el 11 de septiembre de 1987, y en Aplin y Wriston, CRC Crit. Rev. Biochem., paginas
259-306 (1981).
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La eliminacidn de las porciones de carbohidratos presentes en el anticuerpo anti-TAT o
polipéptido TAT se puede lograr por métodos quimicos o enzimaticos o por sustituciéon mutacional
de los codones que codifiquen los residuos de aminoacidos que sirven como objetivos para la
glicosilacion. Las técnicas quimicas de desglicosilacién son conocidas en la materia y se describen,

por ejemplo, en Hakimuddin, y col., Arch. Biochem. Biophys., 259:52 (1987) y Edge y col., Anal.

Biochem., 118:131 (1981). La escisién enzimética de porciones de carbohidratos en polipéptidos
puede llevarse a cabo mediante el uso de diversas endo- y exo-glicosidasas, tal como se describe en

Thotakura y col., Meth. Enzymol., 138:350 (1987).

Otra clase de modificacién covalente de un anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT
comprende el enlace del anticuerpo o polipéptido con uno de diversos polimeros no proteinicos, por
ejemplo, polietilenglicol (PEG), polipropilenglicol o polioxialquilenos, tal como se establece en las
patentes de EE.UU. n® 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192 6 4.179.337. El
anticuerpo o polipéptido también puede atraparse en microcépsulas preparadas, por ejemplo,
mediante técnicas de coacervacion o mediante polimerizacion interfacial (por ejemplo,
hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y poli-(metilmetacilato), respectivamente), en
sistemas coloidales de administraciéon de farmacos (por ejemplo, liposomas, microesferas de
albimina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones. Dichas técnicas

se detallan en Remington's Pharmaceutical Sciences, 16* edicidn, Oslo, A., Ed., (1980).

El anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT de la presente invencién también se puede
modificar de un modo que forme moléculas quiméricas que comprendan un anticuerpo anti-TAT o
polipéptido TAT fusionado con otro polipéptido heterdlogo o una secuencia de aminoécidos.

En otra realizacién, dicha molécula quimérica comprende una fusién del anticuerpo anti-
TAT o polipéptido TAT con un polipéptido sefializador que suministra un epitopo al que puede
unirse selectivamente un anticuerpo antisefial. La sefial del epitopo se coloca generalmente en el
terminal amino o carboxilo del anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT. La presencia de estas
formas del anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT sefializadas con epitopos puede detectarse
usando un anticuerpo contra el polipéptido sefializador. Asimismo, gracias a la sefial del epitopo el
anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT puede purificarse facilmente mediante purificacién de
afinidad usando un anticuerpo antisefial o cualquier otra clase de matriz de afinidad que se una ala
sefial del epitopo. En la materia se conocen diversos polipéptidos sefializadores y sus respectivos
anticuerpos. Los ejemplos incluyen las sefiales de poli-histidina (poli-his) o poli-histidina-glicina
(poli-his-gli); el polipéptido sefializador de la gripe HA y su anticuerpo 12CAS5 [Field y col., Mol.
Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)]; el sefializador c-myc y sus anticuerpos 8F9, 3C7, 6E10, G4, B7 y
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9E10 [Evan y col., Molecular and Cellular Biology, 5:3610-3616 (1985)]; y €l sefializador de la

glicoproteina D (gD) del virus del Herpes Simplex y su anticuerpo [Paborsky y col., Protein
Engineering, 3(6):547-553 (1990)]. Otros polipéptidos sefializadores incluyen el péptido sefializador
[Hopp y col., BioTechnology, 6:1204-1210 (1988)]; el péptido del epitopo KT3 [Martin y col.,
Science, 255:192-194 (1992)]; un péptido epitopo de la a-tubulina [Skinner y col., J. Biol. Chem.,
266:15163-15166 (1991)]; y el sefializador del péptido de la proteina 10 del gen T7 [Lutz-
Freyermuth y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6393-6397 (1990)].

En una realizacién alternativa, la molécula quimérica puede comprender una fusién del
anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT con una inmunoglobulina o una regién particular de una
inmunoglobulina. Para una forma bivalente de la molécula quimérica (a la que también se hace
referencia como una “inmunoadhesina”), dicha fusidon podria ser la regién Fc de una molécula de
IgG. Las fusiones de Ig preferentemente incluyen la introduccién de una forma soluble (dominio
transmembrana eliminado o inactivado) de un anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT en sustitucién
de al menos una region variable dentro de una molécula de Ig. En una realizacion particularmente
preferente, la fusion de inmunoglobulina incluye las regiones bisagra, CH, y CHj3, o las regiones
bisagra, CH;, CH, y CH3 de una molécula de IgGl. Para la produccién de las fusiones de
inmunoglobulina, véase también la patente de EE.UU. n°® 5.428.130 concedida el 27 de junio de
1995.

L Preparacion de anticuerpos anti-TAT vy polipéptidos TAT

La siguiente descripcion esta relacionada principalmente con la produccién de anticuerpos
anti-TAT y polipéptidos TAT mediante células de cultivo transformadas o transfectadas con un
vector que contiene un acido nucleico que codifica el anticuerpo anti-TAT y el polipéptido TAT. Se
contempla, por supuesto, que se puedan emplear métodos alternativos, bien conocidos en la materia,
para preparar anticuerpos anti-TAT y polipéptidos TAT. Por ejemplo, se puede producir la secuencia
de aminoacidos apropiada, o partes de la misma, mediante sintesis directa de péptidos utilizando
técnicas de fase solida [véase, por ejemplo, Steward y col., Solid-Phase Peptide Synthesis, (1969)
W.H. Freeman Co., San Francisco, CA (1969), Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154

(1963)]. La sintesis de proteinas irn vitro se puede realizar utilizando técnicas manuales o mediante
automatizacion. La sintesis automatizada se puede conseguir, por ejemplo, utilizando un sintetizador
de péptidos Applied Biosystems Peptide Synthesizer (Foster City, CA), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Diversas porciones del anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT pueden sintetizarse
quimicamente por separado y combinarse usando métodos quimicos o enziméticos a fin de producir

el anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT deseado.
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1. Aislamiento del ADN que codifica un anticuerpo anti-TAT o polipéptido

TAT

El ADN que codifica un anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT puede obtenerse de una
biblioteca de ADNc preparada a partir de tejidos que se crea que posea el ARNm del anticuerpo
anti-TAT o polipéptido TAT y lo exprese a un nivel detectable. Por consiguiente, el ADN humano
del anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT se puede obtener oportunamente de una biblioteca de
ADNC preparada a partir de tejido humano. El gen que codifica el anticuerpo anti-TAT o polipéptido
TAT también se puede obtener de una biblioteca genémica o mediante procedimientos sintéticos
conocidos (por ejemplo, sintesis automatizada de 4cidos nucleicos).

Las bibliotecas se pueden explorar con sondas (como oligonucledtidos de al menos unas 20-
28 bases) disefiadas para identificar el gen de interés o la proteina codificada por él. La exploracién
del ADNCc o la biblioteca genémica con la sonda seleccionada se puede llevar a cabo utilizando

procedimientos estandar, como los descritos en Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory

Manual (Nueva York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Un medio alternativo para aislar
el gen que codifica el anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT consisten en utilizar la metodologia

de la PCR [Sambrook y col., supra; Dieffenbach y col., PCR Primer: A Laboratory Manua] (Cold

Spring Harbor Laboratory Press, 1995)].

Las técnicas de exploracion de una biblioteca de ADNc son bien conocidas en la materia. Las
secuencias de oligonucledtidos seleccionadas como sondas deberian tener la longitud suficiente y ser
lo suficientemente univocas como para minimizar los falsos positivos. El oligonucledtido esta
preferentemente marcado de forma que se pueda detectar tras la hibridacién con el ADN de la
biblioteca que se esté explorando. Los métodos de marcado son bien conocidos en la materia €
incluyen el uso de radiomarcadores como ATP marcado con 2P biotinilacién o marcado
enzimatico. Las condiciones de hibridacién, incluyendo las restrictivas moderadas y altas, se indican
en Sambrook y col., supra.

Las secuencias identificadas en estos métodos de exploracion de bibliotecas se pueden
comparar y alinear con otras secuencias conocidas depositadas y disponibles en bases de datos
publicas como GenBank u otras bases de datos privadas de secuencias. La identidad de las
secuencias (ya sea al nivel de aminoacidos o nucledtidos) dentro de regiones definidas de la
molécula o en la secuencia de longitud completa se puede determinar mediante métodos conocidos
en la materia, tal como se describe en la presente memoria descriptiva.

El 4cido nucleico con secuencia codificadora de proteinas se puede obtener mediante

exploracién de moléculas de ADNc o bibliotecas genomicas seleccionadas utilizando la secuencia
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de aminoacidos deducida detallada en la presente memoria descriptiva por primera vez y, si fuera
necesario, empleando métodos convencionales de exfensi(')n de cebadores tal como se describe en
Sambrook y col., supra, para detectar precursores e intermediarios del procesamiento del ARNm que
tal vez no se hayan retrotranscrito en ADNc.

2. Seleccion v transformacion de células huésped

Las células huésped se transfectan o transforman con los vectores de expresion o clonacién
descritos en la presente memoria descriptiva para la produccién de anticuerpos anti-TAT o
polipéptidos TAT y se cultivan en medios nutrientes convencionales modificados adecuadamente
para inducir promotores, seleccionar transformadores o amplificar los genes que codifican las
secuencias deseadas. El experto en la materia puede seleccionar las condiciones de cultivo, como el
medio de cultivo, la temperatura, el pH y similares, sin excesiva experimentacién. En general, los

principios, los protocolos y las técnicas practicas para maximizar la productividad de los cultivos

celulares se pueden encontrar en Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approach, M. Butler,
ed. (IRL Press, 1991) y Sambrook y col., supra.

Los métodos de transfeccion de células eucaridticas y transformacion de células procarioticas
son bien conocidos por el experto en la materia, por ejemplo, electroporaciéon con mediacion de
liposomas, CaCl, y CaPQj. Segun la célula huésped que se utilice, la transformacion se realiza
empleando técnicas estandar apropiadas para dichas células. El tratamiento con calcio que emplea
cloruro célcico, descrito en Sambrook y col., supra, o electroporacidn, se utiliza generalmente para
las procariotas. La infeccion con Agrobacterium tumefaciens se utiliza para la transformacion de
determinadas células vegetales, como se describe en Shaw y col, Gene, 23:315 (1983) y el
documento WO 89/05859 publicado el 29 de junio de 1989. Para las células de mamiferos sin estas
paredes celulares, se puede emplear el método de precipitacion con fosfato célcico de Graham y van
der Eb, Virology, 52:456-457 (1978). Se han descrito aspectos generales de las transfecciones del
sistema de células huésped de mamiferos en la patente de EE.UU. n° 4.399.216. Las
transformaciones en levadura se suelen llevar a cabo segun el método de Van Solingen y col,, .

Bact., 130:946 (1977) y Hsiao y col., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 76:3829 (1979). No obstante,

también se pueden utilizar otros métodos para introducir ADN en células, como microinyeccion
nuclear, electroporacion, fusion de protoplastos bacterianos con células intactas, o policaciones, por

ejemplo, polibreno, poliornitina. Para informacion sobre diversas técnicas para la transformacion de

células de mamiferos, véase Keown y col., Methods in Enzymology, 185:527-537 (1990) y Mansour
y col., Nature, 336:348-352 (1988). |
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Las células huésped adecuadas para clonar o expresar el ADN en los vectores de la presente
memoria descriptiva incluyen células procariotas, de levadura o eucariotas superiores. Las células
procariotas aptas incluyen, aunque sin limitarse a, eubacterias, como los organismos Gram negativos
o positivos, por ejemplo, enterobacterias como E. coli. Diversas cepas de E. coli estan publicamente
disponibles, como laMM294 de E. coli K12 (ATCC 31.446), 1a X1776 (ATCC 31.537),1a W3110
(ATCC27.325)yla775de E. coli KS (ATCC 53.635). Otras células huésped procariotas adecuadas
incluyen enterobacterias, como Escherichia, por ejemplo, E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella,
Proteus, Salmonella, por ejemplo, Salmonella typhimurium, Serratia, por ejemplo, Serratia
marcescans, y Shigella, asi como Bacilli tales como B. subtilis y B. licheniformis (por ejemplo, B.
licheniformis 41P detallada en el documento DD 266.710 publicado el 12 de abril de 1989),
Pseudomonas tales como P. aeruginosa y Streptomyces. Estos | ejemplos tienen un caracter
ilustrativo més que restrictivo. La cepa W3110 es una huésped particularmente preferente o parental,
porque comunmente actua como huésped en las fermentaciones de productos de ADN recombinante.
Preferentemente, la célula huésped secreta cantidades minimas de enzimas proteoliticas. Por
ejemplo, la cepa W3110 se puede modificar para obtener una mutacidén genética en los genes que
codifican proteinas endogenas en el huésped, y entre los ejemplos de estos huéspedes estan la cepa
1A2 de E. coli W3110, que tiene el genotipo completo fond; la cepa 9E4 de E. coli W3110, que
tiene el genotipo completo tonAd ptr3; la cepa 7C7 de E. coli W3110 (ATCC 55.244), que tiene €l
genotipo completo tond ptr3 phoA E15 (argF-lac)169 degP ompT kan'; 1a cepa 37D6 de E. coli
W3110, que tiene el genotipo completo tond ptr3 phoA E15 (argF-lac)169 degP ompT rbs7 ilvG
kan"; 1a cepa 40BA de E. coli W3110, que es la cepa 37D6 mutada a través de la eliminacion
resistente de degP sin kanamicina; y una cepa de E. coli con proteasa periplasmatica mutada descrita
en la patente de EE.UU. n® 4.946.783 publicada el 7 de agosto de 1990. Alternativamente, los
métodos in vitro de clonacidn, por ejemplo, PCR u otras reacciones de la polimerasa de acidos
nucleicos, son adecuados.

Los anticuerpos de longitud completa, los fragmentos de anticuerpo y las proteinas de fusion
del anticuerpo se pueden producir en bacterias, en especial cuando la glicosilacién y la funcion
efectora de Fc no se necesitan, lo que ocurre por ejemplo cuando el anticuerpo terapéutico se
conjuga con un agente citotéxico (por ejemplo, una toxina) y el inmunoconjugado por si mismo
muestra eficacia en la destruccién de células tumorales. Los anticuerpos de longitud completa tienen
mayor vida media en circulacién. La produccion en E. coli es mas rapida y rentable. Para la
expresion de fragmentos de anticuerpos y polipéptidos en bacterias, véase, por ejemplo, las patentes

de EE.UU. n* 5.648.237 (Carter y col.), 5.789.199 (Joly y col.), y 5.840.523 (Simmons y col.), que
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describen las secuencias de sefial y 1a region de iniciacién de la traduccion (TIR) para optimizar la
expresion y secrecion. Estas patentes se incorporan en la presente memoria descriptiva a modo de
referencia. Tras la expresion, el anticuerpo se aisla de la pasta celular de E. coli en una fraccion
soluble y se puede purificar a través, por ¢jemplo, de una columna de proteinas A o G, dependiendo
del isotipo. La purificacion final puede realizarse de forma similar al proceso de purificacion de
anticuerpos expresados en, por ejemplo, células CHO.

Ademas de las células procariotas, los microbios eucaridticos, como los hongos filamentosos
o la levadura, también son aptos como huéspedes para clonar o expresar los vectores que codifiquen
anticuerpos anti-TAT o polipéptidos TAT. Un microorganismo huésped eucariético inferior que se
utiliza comtinmente es Saccharomyces cerevisiae. Otros incluyen Schizosaccharomyces pombe
(Beach y Nurse, Nature, 290: 140 [1981]; patente europea n® 139.383 publicada el 2 de mayo de
1985); huéspedes Kluyveromyces (patente de EE.UU. n° 4.943.529; Fleer y col., Bio/Technology,
9:968-975 (1991)) como, por ejemplo, K. lactis IMWI8-8C, CBS683, CBS4574; Louvencourt y
col., J. Bacteriol., 154(2):737-742 [1983]), K. fragilis (ATCC 12.424), K. buigaricus (ATCC
16.045), K. wickeramii (ATCC 24.178), K. waltii (ATCC 56.500), K. drosophilarum (ATCC
36.906; Van den Berg y col., Bio/Technology, 8:135 (1990)), K. thermotolerans y K. marxianus;

yarrowia (patente europea n® 402.226); Pichia pastoris (patente europea n® 183.070; Sreekrishna y
col., J. Basic Microbiol., 28:265-278 [1988]); Candida,; Trichoderma reesia (patente europea n°
244.234); Neurospora crassa (Case y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:5259-5263 {1979]);

Schwanniomyces como Schwanniomyces occidentalis (patente europea n° 394.538 publicada el 31
de octubre de 1990); y hongos filamentosos como, por ejemplo, Neurospora, Penicillium,
Tolypocladium (documento WO 91/00357 publicado el 10 de enero de 1991), y huéspedes
Aspergillus como A. nidulans (Ballance y col., Biochem. Biophys. Res. Commun., 112:284-289
[1983]; Tilburn y col., Gene, 26:205-221 [1983]; Yelton y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:
1470-1474 [1984]) y A. niger (Kelly y Hynes, EMBO J., 4:475-479 [1985]). Las levaduras

metilotrépicas son adecuadas en la presente memoria descriptiva e incluyen, aunque sin limitarse a,
levaduras capaces de crecer en metanol seleccionadas del género formado por Hansenula, Candida,
Kloeckera, Pichia, Saccharomyces, Torulopsis and Rhodotorula. Una lista de especies especificas
que son ejemplos tipicos de esta clase de levaduras se puede encontrar en C. Anthony, The

Biochemistry of Methylotrophs, 269 (1982).

Las células huésped adecuadas para la expresion del anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT
glicosilado se derivan de organismos pluricelulares. Entre los ejemplos de células de invertebrados

estan las células de insectos como Drosofila S2 y Espodoptera Sf9, asi como células vegetales, como
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cultivos celulares de algoddn, maiz, patata, serﬁilla de soja, petunia, tomate y tabaco. Se han
identificado numerosas cepas y variantes baculovirales y las correspondientes células huésped de
insectos permisivas procedentes de huéspedes como Spodoptera frugiperda (oruga), Aedes aegypti
(mosquito), Aedes albopictus (mosquito), Drosophila melanogaster (mosca de la fruta) y Bombyx
mori. Diversas cepas de virus para transfeccion estan publicamente disponibles, por ejemplo, la
variante L-1 del NPV Autographa californica y la cepa Bm-5 del NPV Bombyx mori, y estos virus
se pueden usar como el virus en la presente memoria descriptiva, de acuerdo con la presente
invencion, en concreto para la transfeccion de células de Spodoptera frugiperda.

No obstante, el mayor interés se ha centrado en las células de vertebrados, y la propagacién
de éstas en cultivos (cultivo tisular) se ha convertido en un procedimiento habitual. Ejemplos de
lineas celulares 1tiles de mamiferos son la linea CV1 de rifién de mono transformada por SV40
(COS-7, ATCC CRL 1651); 1a linea de rifién embrionario humano (293 6 293 células subclonadas
para crecer en cultivo en suspensién, Graham y col., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de rifién de
crias de hamster (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de hamster chino/-DHFR (CHO, Urlaub
y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); células sertoli de ratén (TM4, Mather, Biol.
Reprod. 23:243-251 (1980)); células de rifién de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de rifién de
mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma cervical humano (HELA,
ATCC CCL 2); células caninas de rifion (MDCK, ATCC CCL 34); células de rifién de ratas bufalo
(BRL 3A, ATCC CRL 1442); células humanas de pulmén (W138, ATCC CCL 75); c€lulas
hepaticas humanas (Hep G2, HB 8065); tumor de mama de ratén (MMT 060562, ATCC CCL51);
células TRI (Mather y col., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68 (1982)); células MRC 5; c¢lulas FS4;

y una linea de hepatoma humano (Hep G2).

Las células huésped se transforman con los vectores de expresion o clonacién descritos
anteriormente para la produccién del anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT y se cultivan en
medios nutrientes convencionales modificados como es adecuado para inducir promotores,
seleccionar transformadores o amplificar los genes que codifiquen las secuencias deseadas.

3. Seleccidn vy uso de un vector replicable

El 4cido nucleico (por ejemplo, ADNc o gendmico) que codifica un anticuerpo anti-TAT o
polipéptido TAT puede insertarse en un vector replicable para clonar (amplificacién del ADN) o
expresar. Diversos vectores estian publicamente disponibles. El vector, por ejemplo, puede
presentarse en forma de un plasmido, césmido, particula viral o fago. La secuencia apropiada de
4cidos nucleicos se puede insertar en el vector mediante diversos procedimientos. En general, el

ADN se inserta en uno o mas sitios de endonucleasa de restriccién apropiados utilizando técnicas
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conocidas en la materia. Los componentes del vector suelen incluir, aunque sin limitarse a, una o
mas secuencias de sefial, un origen de replicacion, uno o mas genes marcadores, un elemento
potenciador, un promotor y una secuencia de finalizacion de la transcripcién. En la construccion de
vectores adecuados que contengan uno o mas de estos componentes se emplean técnicas estandar de
ligado qlie los expertos en la materia conocen.

El TAT puede producirse de forma recombinante, no sélo directamente, sino también como
un polipéptido de fusién con un polipéptido heter6logo, que puede ser una secuencia de sefial u otro
polipéptido con un sitio de escision especifico en el extremo N-terminal de la proteina madura o el
polipéptido. En general, la secuencia de sefial puede ser un componente del vector, o puede ser parte
del ADN que codifica el anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT que se inserta en el vector. La
secuencia de sefial puede ser una secuencia de sefial procaridtica seleccionada, por ejemplo, a partir
del grupo de la fosfatasa alcalina, penicilasa, Ipp o los lideres de enterotoxina II termoestables. Para
la secrecidn de levadura, la secuencia de sefial puede ser, por ejemplo, el lider de la invertasa de la
levadura, el lider del factor alfa (incluyendo los lideres del factor o de Saccharomyces y
Kluyveromyces, este ultimo descrito en la patente de EE.UU. n° 5.010.182), o el lider de la fosfatasa
acida, el lider de la glucoamilasa C. albicans (patente europea n° 362.179, publicada el 4 de abril de
1990), o la sefial descrita en el documento WO 90/13646 publicado el 15 de noviembre de 1990. En
la expresion de células de mamiferos, las secuencias de sefial de mamiferos se pueden utilizar para
dirigir la secrecién de la proteina, como las secuencias de sefial procedentes de polipéptidos
secretados de la misma especie o una afin, asi como los lideres de secretores de virus.

Los vectores tanto de expresion como clonacién contienen una secuencia de acidos nucleicos
que permite que el vector se replique en una o mas células huésped seleccionadas. Dichas secuencias
son bien conocidas para diversas bacterias, levaduras y virus. El origen de la replicacién a partir del
plasmido pBR322 es apto para la mayoria de las bacterias Gram negativas, el origen plasmidico 2p
es adecuado para la levadura y varios origenes virales (SV40, polioma, adenovirus, VSV o BPV) son
utiles para los vectores de clonacidn en células de mamiferos.

Los vectores de expresion y clonacién contendran, por lo general, un gen de seleccion,
también denominado marcador seleccionable. Los genes de seleccion tipicos codifican proteinas que
(a) otorgan resistencia a antibi6ticos u otras toxinas, como por ejemplo, ampicilina, neomicina,
metotrexato o tetraciclina, (b) complementan las deficiencias auxotroficas o (c) proporcionan
nutrientes importantes que no se encuentran disponibles en medios complejos, como por ejemplo, €l

gen que codifica la D-alanina racemasa para Bacilli.
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Un ejemplo de marcadores seleccionables adecuados para células de mamiferos est4 formado
por aquéllos que permiten la identificacidn de células con capacidad para absorber el 4cido nucleico
que codifica el anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT, como DHFR o timidina quinasa. Una célula
huésped apropiada cuando se emplea el DHFR de tipo natural es la linea celular de CHO deficiente

en actividad de DHFR, preparada y propagada como se describe en Urlaub y col., Proc. Natl. Acad.

Sci. USA, 77:4216 (1980). Un gen de seleccion apto para su uso en levadura es el gen frp/ presente
en el plasmido de levadura YRp7 [Stinchcomb y col., Nature, 282:39 (1979); Kingsman y col.,
Gene, 7:141 (1979); Tschemper y col., Gene, 10:157 (1980)]. El gen trp! proporciona un marcador
de seleccion para una cepa mutante de levadura que carece de la capacidad para crecer en triptéfano,
por ejemplo, ATCC n° 44076 o PEP4-1 [Jones, Genetics, 85:12 (1977)].

Los vectores de expresion y clonacién suelen contener un promotor enlazado de forma
operable a la secuencia de acidos nucléicos que codifica el anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT
para dirigir la sintesis del ARNm. Los promotores reconocidos por diversas células huésped posibles
son bien conocidos. Entre los promotores aptos para su uso con huéspedes procaridticos estén los
sistemas promotores de la 3-lactamasa y la lactosa [Chang y col., Nature, 275:615 (1978); Goeddel y
col., Nature, 281:544 (1979)], la fosfatasa alcalina, un sistema promotor del triptofano (trp)
[Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980); patente europea n° 36.776] y promotores hibridos
como el promotor tac [deBoer y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:21-25 (1983)]. Los promotores

que se utilizan en sistemas bacterianos también contendran una secuencia Shine-Dalgarno (S.D.)
enlazada de forma operable al ADN que codifica el anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT.

Entre los ejemplos de secuencias de promotores adecuadas para el uso con huéspedes de

levadura estan los promotores para 3-fosfoglicerato quinasa [Hitzeman y col,, J. Biol. Chem.,

255:2073 (1980)] u otras enzimas glicoliticas [Hess y col.,, J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968);

Holland, Biochemistry, 17:4900 (1978)], tales como enolasa, gliceraldehido-3-fosfato -

deshidrogenasa, hexoquinasa, piruvato descarboxilasa, fosfofructoquinasa, glucosa-6-fosfato
isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa, piruvato quinasa, triosefosfato isomerasa, fosfoglucosa
isomerasa y glucoquinasa.

Otros promotores de la levadura, que son promotores inducibles con la ventaja adicional de
tener una transcripcion controlada por las condiciones de crecimiento, son las regiones de
promotores para alcohol deshidrogenasa 2, isocitocromo C, fosfatasa acida, enzimas degradativas
asociadas al metabolismo del nitrogeno, metalotioneina, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y

enzimas responsables de la utilizacién de maltosa y galactosa. En la patente europea n® 73.657 se
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describen con mayor detalle los vectores y promotores adecuados para usarlos en la expresion de la
levadura.

La transcripcion del anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT a partir de los vectores en
células huésped de mamiferos esta controlada, por ejemplo, por promotores obtenidos a partir de los
genomas de virus como el virus polioma, el virus de la viruela de las aves de corral (patente del R.U.
n® 2.211.504 publicada el 5 de julio de 1989), el adenovirus (como el adenovirus 2), el virus del
papiloma bovino, el virus del sarcoma aviario, el citomegalovirus, un retrovirus, el virus de la
hepatitis B y el Simian Virus 40 (SV40), a partir de promotores heterélogos de mamiferos, por
ejemplo, el promotor de actina o un promotor de inmunoglobulina, y a partir de promotores de
choque térmico, siempre que dichos promotores sean compatibles con los sistemas de las celulas
huésped.

La trascripcion del ADN que codifica el anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT mediante
eucariotas superiores se puede aumentar insertando la secuencia de un potenciador en el vector. Los
potenciadores son elementos de ADN que actuan en Cis, por lo general de entre10 y 300 bp, que
actian en un promotor para aumentar su transcripcion. Actualmente, se conocen muchas secuencias
de potenciadores de genes de mamiferos (globina, elastasa, albiimina, o~fetoproteina e insulina). No
obstante, lo habitual es que se utilice un potenciador procedente de un virus de células eucaridticas.
Entre los ejemplos destacan el potenciador del SV40 en el lado tardio del origen de la replicacion
(100-270 bp), el potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma
en el lado tardio del origen de la replicacion y los potenciadores de adenovirus. El potenciador puede
empalmarse en el vector en una posicion 5' o 3' a la secuencia codificadora del anticuerpo anti-TAT
o polipéptido TAT, pero preferentemente se coloca en un sitio 5' desde el promotor.

Los vectores de expresion utilizados en las células huésped eucarioticas (células de levadura,
fungicas, de insectos, vegetales, animales, humanas o nucleadas de otros organismos multicelulares)
también contaran con secuencias necesarias para finalizar la transcripcién y estabilizar el ARNm.
Estas secuencias estan habitualmente disponibles en las regiones no traducidas del extremo 5', y
ocasionalmente el 3', de los ADN o ADNc eucaridticos o virales. Estas regiones contienen
segmentos de nucledtidos transcritos como fragmentos poliadenilados en la porcién no traducida del
ARNm que codifica un anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT.

Otros métodos, vectores y células huésped aptos para la adaptacion a la sintesis del
anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT en cultivos de células de vertebrados recombinantes se

describen en Gething y col., Nature, 293:620-625 (1981); Mantei y col., Nature, 281:40-46 (1979);

patente europea n® 117.060; y la patente europea n® 117.058.
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4. Cultivo de células huésped

Las células huésped utilizadas para producir el anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT de la
presente invencion se pueden cultivar en diversos medios. Medios comercializados como Ham's F10
(Sigma), Minimal Essential Medium ((MEM), (Sigma), RPMI-1640 (Sigma) y Dulbecco's Modified
Eagle's Medium ((DMEM), Sigma) son aptos para el cultivo de células huésped. Ademas, cualquiera
de los medios descritos en Ham y col., Meth. Enz. 58:44 (1979), Bames y col.,, Anal.
Biochem.102:255 (1980), las patentes de EE.UU. n*° 4.767.704; 4.657.866; 4.927.762; 4.560.655 6
5.122.469; el documento WO 90/03430; el documento WO 87/00195; o la patente de EE.UU. Re.
30.985 se pueden utilizar como medios de cultivo para las células huésped. Cualquiera de estos
medios se puede suplementar cuando sea necesario con hormonas y/u otros factores del crecimiento
(como insulina, transferrina o el factor del crecimiento epidérmico), sales (como cloruro sédico,
calcio, magnesio y fosfato), tampones (como HEPES), nucleétidos (como adenosina y timidina),
antibidticos (como el firmaco GENTAMY CIN™), elementos de traza (definidos como compuestos
inorganicos presentes, por lo habitual, en las concentraciones finales en el rango micromolar) y
glucosa o una fuente de energia equivalente. También se puede incluir cualquier otro suplemento
necesario, a concentraciones adecuadas, que los expertos en la materia conociesen. Las condiciones
del cultivo, como la temperatura o el pH entre otras, son las utilizadas anteriormente con la célula
huésped seleccionada para expresion y seran evidentes para el experto en la materia.

5. Deteccion de la amplificacion/expresion génica

La amplificacion y/o expresion génica se puede medir en una muestra directamente, por
ejemplo, mediante “Southern blot” convencional, “Northern blot” para cuantificar la transcripcién

del ARNm [Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:5201-5205 (1980)], “dot blotting” (analisis del

ADN) o hibridacion in situ, utilizando una sonda debidamente marcada, basada en las secuencias
suministradas en la presente memoria descriptiva. Como alternativa, se pueden emplear anticuerpos
que puedan reconocer duplex especificos, incluyendo duplex de ADN, ARN, hibridos de ADN-ARN
o ADN-proteina. A su vez, los anticuerpos se pueden marcar y se puede llevar a cabo el analisis
donde el duplex esta unido a una supeficie, de forma que, tras la formacién del duplex en la
superficie, se pueda detectar la presencia del anticuerpo unido al duplex.

Alternativamente, la expresion génica se puede medir mediante métodos inmunologicos,
como tincién inmunohistoquimica de células o secciones tisulares y andlisis de cultivos celulares o
fluidos corporales, para cuantificar directamente la expresion del producto génico. Los anticuerpos
utiles para tincion inmunohistoquimica y/o anélisis de fluidos de muestra pueden ser monoclonales o

policlonales y se pueden preparar en cualquier mamifero. Es 1til que los anticuerpos se puedan
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preparar contra un polipéptido TAT de secuencia nativa o un péptido sintético sobre la base de las
secuencias de ADN proporcionadas en la presente memoria descriptiva, o contra una secuencia
exdgena fusionada con el ADN de un TAT y que codifique un epitopo especifico del anticuerpo.

6. Purificacion de anticuerpos anti-TAT vy polipéptidos TAT

Pueden recuperarse formas de anticuerpos anti-TAT y polipéptidos TAT de un medio de
cultivo o lisados de células huésped. Si se encuentra unido a la membrana, puede liberarse de la
membrana utilizando una solucion detergente apropiada (por ejemplo, Triton-X 100) o mediante
escision enzimatica. Las células utilizadas en la expresion del anticuerpo anti-TAT y el polipéptido
TAT pueden verse alteradas por diversos medios fisicos o quimicos, como el ciclo de
congelacidn/descongelacion, la sonicacion, la alteracién mecanica o los agentes de lisado celular.

Es posible que se desee purificar el anticuerpo anti-TAT y el polipéptido TAT de proteinas o
polipéptidos de células recombinantes. Los siguientes procedimientos son ejemplos de
procedimientos de purificacién adecuados: fraccionamiento en una columna de intercambio iénica,
precipitacion de etanol, HPLC de fase inversa, cromatografia en silice o una resina de intercambio
iénico como DEAE, cromatoisoenfoque, SDS-PAGE, precipitacion de sulfato de amonio, filtracion
en gel mediante, por ejemplo, Sephadex G-75, columnas de proteina A Sefarosa para eliminar
contaminantes como IgG y columnas quelantes de metales para unir formas sefializadas con epitopo
del anticuerpo anti-TAT y el polipéptido TAT. Pueden utilizarse diversos métodos de purificacidén

de proteinas que son conocidos en la materia y se describen, por ejemplo, en Deutscher, Methods in

Enzymology, 182 (1990); Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag,
Nueva York (1982). Las etapas de purificacién seleccionadas dependeran, por ejemplo, de la
naturaleza del proceso de produccion utilizado y el anticuerpo anti-TAT o polipéptido TAT concreto
producido.

Cuando se usen técnicas recombinantes, el anticuerpo puede producirse a nivel intracelular,
en el espacio periplasmico, o secretarse directamente en el medio. Si el anticuerpo se produce a nivel
intracelular, como primer paso, los residuos de particulas, ya sean células huésped o fragmentos
lisados, se eliminan, por ejemplo, mediante centrifugaciéon o ultrafiltracién. Carter y col,

Bio/Technology 10:163-167 (1992) describen un procedimiento para aislar anticuerpos que se

secretan en el espacio periplasmico de E. coli. En resumen, la pasta celular se descongela en
presencia de acetato sodico (pH 3,5), EDTA y fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) en un periodo de
unos 30 minutos. Los residuos celulares pueden eliminarse por centrifugacion. Cuando el anticuerpo
se secreta en el medio, los sobrenadantes de dichos sistemas de expresion se concentran primero, por

lo general, utilizando un filtro para concentracion de proteinas comercializado, por ejemplo una
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unidad de ultrafiltracién Amicon o Millipore Pellicon. En cualquiera de las fases anteriores se puede
incluir un inhibidor de la proteasa como PMSF para inhibir la proteolisis y antibiticos para impedir
el crecimiento de contaminantes espontaneos.

La composicion del anticuerpo preparado a partir de las células se puede purificar utilizando,
por ejemplo, cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en gel, dialisis y cromatografia de
afinidad, siendo esta 1ltima la técnica de purificacion preferente. La idoneidad de la proteina A
como ligando de afinidad depende de las especies y el isotipo de cualquier domino Fc de
inmunoglobulina que esté presente en el anticuerpo. La proteina A puede utilizarse para purificar
anticuerpos que se basen en cadenas pesadas humanas 1, 72 o ¥4 (Lindmark y col., J. Immunol.
Meth. 62:1-13 (1983)). La proteina G se recomienda para todos los isotipos de raton y la 43 humana
(Guss y col., EMBO J. 5:15671575 (1986)). La matriz a la que el ligando de afinidad se une suele
ser la agarosa, pero también hay disponibles otras matrices. Las matrices mecanicamente estables,
como vidrio poroso controlado o poli(estirenodivinil)benceno, permiten tasas de flujo mas rapidas y
tiempos de procesamiento mas cortos que los que se pueden lograr con agarosa. Cuando el
anticuerpo comprende un dominio Cy3, la resina Bakerbond ABX™ (J. T. Baker, Phillipsburg,
Nueva Jersey) es titil para la purificacién. También estan disponibles, segtin el anticuerpo que quiera
recuperarse, otras técnicas para la purificacion de las proteinas, como fraccionamiento en una
columna de intercambio idnico, precipitacion en etanol, HPLC de fase inversa, cromatografia en
silice, cromatografia en heparina SEPHAROSE™, cromatografia en una resina de intercambio
anidnico o catidnico (como una columna de acido poliaspartico), cromatoisoenfoque, SDS-PAGE y
precipitacion en sulfato de amonio.

Siguiendo cualquiera de las fases preliminares de purificacion, la mezcla que contiene el
anticuerpo de interés y los contaminantes puede estar sujeta a cromatografia de interaccion hidréfoba
con pH bajo utilizando un tampén de elucién a un pH entre 2,5 y 4,5, preferentemente a
concentraciones bajas en sal (por ejemplo, entre 0 y 0,25 M sal aproximadamente).

J. Formulaciones farmacéuticas

Las formulaciones farmacéuticas de los anticuerpos anti-TAT, los oligopéptidos que se unen
aun TAT, las moléculas organicas que se unen a un TAT y/o los polipéptidos TAT utilizadas de
acuerdo con la presente invencion se preparan para su almacenamiento mezclando el anticuerpo,
polipéptido, oligopéptido o molécula organica que tenga el grado de pureza deseado con vehiculos,
excipientes o estabilizadores opcionales que sean aceptables para un uso farmacéutico (Remington's

Pharmaceutical Sciences, 16* edicion, Osol, A. Ed. (1980)), en forma de formulaciones liofilizadas o

soluciones acuosas. Los vehiculos, excipientes o estabilizadores aceptables no son tdxicos para los
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receptores en las dosis y concentraciones empleadas, e incluyen tampones como acetato, Tris,
fosfato, citrato y otros 4cidos organicos, antioxidantes que incluyen el acido ascérbico y metionina;
conservantes (como el cloruro de octadecildimetilbenzil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de
benzalconio; cloruro de benzetonio; fenol; alcohol butilico o bencilico; alquil parabenos como metil
o propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol y m-cresol); polipéptidos de bajo
peso molecular (menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas, como albimina sérica, gelatina
o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos como polivinilpirrolidona; aminoécidos como glicina,
glutamina, asparragina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacéridos y otros carbohidratos
incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes como EDTA; tonificantes, como
trehalosa y cloruro sddico; azlicares como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; surfactantes como
polisorbato; contraiones que formen sales como sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos
Zn-proteina); y/o surfactantes no idnicos como TWEEN®, PLURONICS® o polietilenglicol (PEG).
El anticuerpo comprende preferentemente el anticuerpo a una concentracion comprendida entre 5 y
200 mg/ml, preferentemente entre 10 y 100 mg/ml.

Las formulaciones de la presente memoria descriptiva también contienen mds de un
compuesto activo tal y como sea necesario para la indicacidn particular que se esté tratando,
preferentemente aquéllas con actividades complementarias que no se afecten de manera adversa
entre si. Por ejemplo, ademas de un anticuerpo anti-TAT, un oligopéptido que se una aun TAT o
una molécula organica que se una a un TAT, podria ser deseable incluir en la formulacién un
anticuerpo adicional, por ejemplo, un segundo anticuerpo anti-TAT que se una a un epitopo distinto
en el polipéptido TAT, o un anticuerpo para algun otro objetivo como un factor del crecimiento que
afecte al crecimiento del cincer en cuestion. De forma alternativa, o adicionalmente, la composicion
también puede comprender un agente quimioterapéutico, un agente citotéxico, una citoquina, un
agente inhibidor del crecimiento, un agente antihormonal y/o un cardioprotector. Dichas moléculas
estan presentes en combinacioén en cantidades que son eficaces para el fin que se pretende.

Los ingredientes activos también pueden atraparse en microcapsulas preparadas, por
ejemplo, mediante técnicas de coacervacion o polimerizacién interfacial, por ejemplo,
hidroximetilcelulosa o microcépsulas de gelatina y poli-(metilmetacilato), respectivamente, en
sistemas coloidales de administracion de farmacos (por ejemplo, liposomas, microesferas de
albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas), o en macroemulsiones. Dichas técnicas

se detallan en Remington's Pharmaceutical Sciences, 16* edicidn, Osol, A., Ed., (1980).

Se pueden elaborar preparaciones de liberacidon sostenida. Ejemplos adecuados de

preparaciones de liberacion sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos
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sélidos que contienen ¢l anticuerpo, cuyas matrices estan en forma de elementos moldeados, por
ejemplo, peliculas o microcapsulas. Ejemplos de matrices de liberacion sostenida incluyen
poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli-(2-hidroxietil-metacrilato), o poli-(vinilalcohol)),
polilactidos (patente de EE.UU. n® 3.773.919), copolimeros del 4cido L-glutdmico y vy-etil-L-
glutamato, acetato de etilenvinilo no degradable, copolimeros del acido glicélico-acido lactico
degradables como LUPRON DEPOT® (microesferas inyectables compuestas por copolimeros del
acido glicolico-acido lactico y acetato de leuprolida), y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

Las formulaciones para administrar in vivo deben ser estériles. Esto se logra filtrando a través
de membranas de filtracidn estériles.

K. Diagnosis v tratamiento con anticuerpos anti-TAT, oligopéptidos que se unen a un

TAT vy moléculas organicas que se unen a un TAT

Existen varias pruebas diagnosticas para determinar la expresién de un TAT en el cancer. En
una realizacidn, la sobreexpresion del polipéptido TAT puede analizarse mediante
inmunohistoquimica (IHC). Las secciones de tejido de una biopsia tumoral impregnadas en parafina
pueden someterse a la prueba de IHC, y se pueden determinar criterios para la intensidad de tincién
proteinica de un TAT de la siguiente manera:

Puntuacién 0 —no se observa tincion alguna, o se observa tincion de la membrana en menos
del 10% de las cé€lulas tumorales.

Puntuacién 1+ — se detecta una tincién leve/apenas apreciable en mas del 10% de las células
tumorales. S6lo una parte de la membrana de las células presenta tincion.

Puntuacion 2+ — se detecta una tincién entre débil y moderada en toda la membrana de mas
del 10% de las células tumorales.

Puntuacion 3+ — se detecta una tincién entre moderada y fuerte en toda la membrana de mas
del 10% de las células tumorales.

Aquellos tumores con puntuacion 0 6 1+ en la expresion del polipéptido TAT pueden
caracterizarse como tumores que no sobreexpresan un TAT, mientras que los que tengan una
puntuacion 2+ 6 3+ pueden caracterizarse como tumores que sobreexpresan un TAT.

De forma alternativa, o adicionalmente, las pruebas FISH como INFORM® (comercializado
por Ventana, Arizona) o PATHVISION® (Vysis, Illinois) pueden realizarse en tejido tumoral
impregnado en parafina y fijado en formalina para determinar la extensién (si la hay) de la
sobreexpresion de un TAT en el tumor.

La sobreexpresién o amplificacion de un TAT puede evaluarse utilizando una prueba

diagnéstica in vivo, por ejemplo, administrando una molécula (como un anticuerpo, oligopéptido o
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molécula orgéanica) que une la molécula que se quiera detectar y esta sefializada con un marcador
detectable (por ejemplo, un isétopo radioactivo o marcador fluorescente) y explorando externamente
al paciente para localizar el marcador.

Tal como se ha descrito anteriormente, los anticuerpos anti-TAT, los oligopéptidos y las
moléculas organicas de la invencidn tienen diversas aplicaciones no terapéuticas. Los anticuerpos
anti-TAT, los oligopéptidos y las moléculas organicas de la presente invencion pueden ser utiles
para diagnosticar y establecer las fases de canceres que expresen un polipéptido TAT (por ejemplo,
en el diagndstico por radioimagenes). Los anticuerpos, los oligopéptidos y las moléculas orgéanicas
también son utiles para purificar o inmunoprecipitar los polipéptidos TAT de las células, detectar y
cuantificar los polipéptidos TAT in vitro, por ejemplo, en un ensayo ELISA o un “Western blot”, y
matar y eliminar las células de una poblacién heterogénea que expresen un TAT como paso en la
purificacién de otras células.

Actualmente, segun la fase del cancer, el tratamiento contra éste implica una de las siguientes
terapias o una combinacion de las mismas: cirugia para eliminar el tejido canceroso, radioterapia y
quimioterapia. La terapia con anticuerpos anti-TAT, oligopéptidos o moléculas orgéanicas puede ser
especialmente deseable en pacientes de mayor edad que no toleren bien la toxicidad y los efectos
secundarios de la quimioterapia y en casos de enfermedad metastasica donde la radioterapia tiene
una utilidad limitada. Los anticuerpos anti-TAT, los oligopéptidos y las moléculas organicas de la
invencion que actiian sobre un tumor como objetivo son ttiles para aliviar los canceres que expresen
un TAT tras el diagndstico inicial de la enfermedad o durante las recidivas. Para las aplicaciones
terapéuticas, el anticuerpo anti-TAT, el oligopéptido o la molécula organica se puede utilizar solo, o
en terapia de combinacién con, por ejemplo, hormonas, antiangiogenes o compuestos
radiomarcados, o con cirugia, crioterapia y/o radioterapia. El tratamiento con anticuerpos anti-TAT,
oligopéptidos o moléculas organicas puede administrarse junto con otras formas de terapias
convencionales, bien antes, simultaneamente o después de una de estas terapias convencionales. Los
farmacos quimioterapéuticos, como TAXOTERE® (docetaxel), TAXOL® (paclitaxel), estramustina
y mitoxantrona, se utilizan para tratar el cancer, en particular, en pacientes con un buen nivel de
riesgo. En el presente método de la invencidn para tratar o aliviar el cancer, se puede administrar al
paciente un anticuerpo anti-TAT, un oligopéptido o una molécula organica junto con un tratamiento
con uno o mas de los agentes quimioterapéuticos anteriormente mencionados. En particular, se
contempla la terapia de combinacién con paclitaxel y derivados modificados (véase, por ejemplo,
EP0600517). El anticuerpo anti-TAT, el oligopéptido o la molécula organica se administrard con

una dosis terapéuticamente eficaz del agente quimioterapéutico. En otra realizacion, el anticuerpo
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anti-TAT, el oligopéptido o la molécula orgéanica se administra junto con quimioterapia a fin de
potenciar la actividad y eficacia del agente quimioterapéutico, por ejemplo, paclitaxel. Las dosis
detalladas en la Referencia de Escritorio de los Médicos (PDR, por sus siglas en inglés) de estos
agentes se han utilizado en el tratamiento de diversos canceres. La pauta posolégica de estos
farmacos quimioterapéuticos mencionados anteriormente que son terapéuticamente eficaces
dependera del cancer en particular que se esté tratando, el grado de la enfermedad y otros factores
conocidos por los médicos expertos en la materia, quienes pueden determinar dicho régimen.

En una realizacién en particular, se administra al paciente un conjugado compuesto por un
anticuerpo anti-TAT, un oligopéptido o una molécula orgénica que se conjuga con un agente
citotdxico. Preferentemente, la célula internaliza el inmunoconjugado unido a la proteina de un
TAT, ocasionando una mayor eficacia terapéutica del inmunoconjugado para matar la célula
cancerosa a la cual se une. En una realizacion preferente, el agente citotoxico actiia o interfiere en el
4acido nucleico en la célula cancerosa. Anteriormente se han descrito ejemplos de dichos agentes
citotoxicos, que incluyen maitansinoides, caliqueamicinas, ribonucleasas y endonucleasas de ADN.

Los anticuerpos anti-TAT, los oligopéptidos, las moléculas organicas o los conjugados de
toxinas de los mismos se administran a un paciente humano de acuerdo con métodos conocidos,
como la administracion intravenosa, por ejemplo, como un bolo, o por infusién continua durante un
periodo de tiempo, por via intramuscular, intraperitoneal, intracerebroespinal, subcutdnea,
intraarticular, intrasinovial, intratecal, oral, tdpica o por inhalacion. Se prefiere la administracién
intravenosa o subcutanea del anticuerpo, oligopéptido o molécula orgénica.

Otros regimenes terapéuticos pueden combinarse con la administracién del anticuerpo,
oligopéptido o molécula organica. La administracién combinada incluye la coadministracion,
utilizando formulaciones separadas o una unica formulacién farmacéutica, y la administracién
consecutiva en cualquier orden, en que preferentemente exista un periodo en el cual ambos (o todos
los) agentes activos ejerzan simultaneamente sus actividades biolégicas. Preferentemente, esta
terapia combinada desencadena un efecto terapéutico sinérgico.

También puede ser deseable combinar la administracion de los anticuerpos anti-TAT, los
oligopéptidos o las moléculas organicas con la de un anticuerpo dirigido contra otro antigeno
tumoral asociado al cancer en cuestion.

En otra realizacidn, los métodos de tratamiento terapéutico de la presente invencién suponen
la administracién combinada de un anticuerpo (o anticuerpos) anti-TAT, oligopéptidos o moléculas
organicas y uno o més agentes quimioterapéuticos o agentes inhibidores del crecimiento, incluyendo

la coadministraciéon de cdcteles de diferentes agentes quimioterapéuticos. Entre los agentes
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quimioterapéuticos se incluyen fosfato de estramustina, prednimustina, cisplatino, 5-fluorouracilo,
melfalan, ciclofosfamida, hidroxiurea e hidroxiureataxanos (como paclitaxel y doxetaxel) y/o
antibidticos de antraciclina. Los calendarios de preparacion y dosificacién para dichos agentes
quimioterapéuticos se pueden utilizar de acuerdo con las instrucciones del fabricante o como
determine empiricamente el médico cualificado. Los calendarios de preparacion y dosificacion para
esta quimioterapia se describen también en Chemotherapy Service Ed., M.C. Perry, Williams &
Wilkins, Baltimore, MD (1992).

El anticuerpo, oligopéptido o molécula organica se puede combinar con compuestos
antihormonales, por ejemplo, compuestos antiestrogeno como tamoxifen, antiprogesterona como
onapristona (véase la patente europea n° 616.812) o antiandrégeno como flutamida, en dosis
conocidas para esas moléculas. Si el cancer que hay que tratar no depende de los andrégenos, puede
que se haya sometido previamente al paciente a una terapia antiandrégenos y, una vez el cancer ya es
independiente de los andrégenos, se le puede administrar el anticuerpo, oligopéptido o molécula
organica (y opcionalmente otros agentes tal como se describe en la presente memoria descriptiva).

En ocasiones, puede ser beneficiosa también la coadministracion al paciente de un
cardioprotector (para prevenir o reducir la disfuncién miocardica asociada al tratamiento) o una o
mas citocinas. Ademas de los anteriores regimenes terapéuticos, el paciente puede someterse a la
eliminacién quirirgica de las células cancerosas y/o radioterapia, antes, simultanéamente o después
de la terapia con anticuerpos, oligopéptidos o moléculas organicas. Las dosis adecuadas para
cualquiera de los anteriores agentes coadministrados son aquéllas que se utilizan actualmente y se
pueden reducir debido a la accién combinada (sinergia) del agente y el anticuerpo, oligopéptido o
molécula organica.

Para la prevencién o el tratamiento de la enfermedad, el médico elegira la dosificacion y el
modo de administracién de acuerdo con criterios conocidos. La dosis adecuada del anticuerpo,
oligopéptido o molécula organica dependera de la clase de enfermedad que deba tratarse, tal como se
define anteriormente, la gravedad y el curso de la enfermedad, de si el anticuerpo, oligopéptido o
molécula orgénica se administra con fines preventivos o terapéuticos, la terapia anterior, la historia
clinica del paciente y su respuesta al anticuerpo, oligopéptido o molécula organica y la discrecion del
médico encargado. El anticuerpo, oligopéptido o molécula orgénica se administra adecuadamente al
paciente una vez o en una serie de tratamientos. Preferentemente, el anticuerpo, oligopéptido o
molécula organica se administra por infusién intravenosa o mediante inyecciones subcutaneas.
Segun la clase y gravedad de la enfermedad, una dosis inicial candidata para administrarla a un

paciente es de aproximadamente entre 1 pg/kg y 50 mg/kg de peso corporal (por ejemplo, 0,1-15

149



mg/kg/dosis) de anticuerpo, ya sea, por ejemplo, mediante una o mas administraciones separadas o
una infusién continua. Un ejemplo de pauta posolégica comprende la administracion de una dosis de
carga inicial de unos 4 mg/kg, seguida de una dosis de mantenimiento semanal de aproximadamente
2 mg/kg del anticuerpo anti-TAT. No obstante, otras pautas posoldgicas también pueden ser utiles.
Una dosis diaria tipica podria oscilar entre aproximadamente 1 pg/kg y 100 mg/kg o mas,
dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas durante
varios dias o un periodo mas prolongado, segiin la afeccién, el tratamiento se mantiene hasta que se
logra la supresién deseada de los sintomas de la enfermedad. El progreso de esta terapia puede
supervisarse facilmente mediante métodos y ensayos convencionales basados en criterios que el
médico u otras personas expertas en la materia conocen.

Ademas de la administracion de la proteina del anticuerpo al paciente, la presente solicitud
contempla la administracion del anticuerpo mediante terapia génica. Esta administracion del 4cido
nucleico que codifica el anticuerpo queda englobada en la expresion “administracién de una
cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo”. Véase, por ejemplo, el documento
W096/07321 publicado el 14 de marzo de 1996 con relacién al uso de la terapia génica para generar
anticuerpos intracelulares.

Existen dos enfoques principales para introducir el 4cido nucleico (opcionalmente contenido
en un vector) en las células de un paciente: in vivo y ex vivo. En la administracion irn vivo, €l acido
nucleico se inyecta directamente en el paciente, generalmente en el sitio donde se requiere €l
anticuerpo. Para el tratamiento ex vivo, las células del paciente se extraen, el 4cido nucleico se
introduce en estas células aisladas y las células modificadas se administran al paciente ya sea
directamente o, por ejemplo, encapsuladas dentro de membranas porosas que se implantan en el
paciente (véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n* 4.892.538 y 5.283.187). Existen diversas
técnicas disponibles para introducir 4cidos nucleicos en células viables. Las técnicas varian
dependiendo de si el acido nucleico se transfiere in vitro a células en cultivo o in vivo a células del
huésped pretendido. Las técnicas adecuadas para transferir in vitro el acido nucleico a células de
mamiferos incluyen el uso de liposomas, electroporacién, microinyeccion, fusidn celular, DEAE-
dextrano, el método de precipitacién con fosfato calcico, etc. Un vector comunmente utilizado para
la administracién ex vivo del gen es un vector retroviral.

Las técnicas actualmente preferentes para la transferencia in vivo de acidos nucleicos
incluyen la transfeccién con vectores virales (como un adenovirus, el virus del Herpes simple Io un
virus asociado a un grupo adeno) y sistemas basados en lipidos (los lipidos utiles para la

transferencia del gen con mediacién de lipidos son DOTMA, DOPE y DC-Col, por ejemplo). Para
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revisar los protocolos actualmente conocidos de la marcacion de genes y la terapia génica, véase
Anderson y col., Science 256:808-813 (1992). Véase también el documento WO 93/25673 y las
referencias citadas en éL

Los anticuerpos anti-TAT de la invencidn pueden tener las distintas formas englobadas en la
definicion de “anticuerpo” de la presente memoria descriptiva. Por tanto, los anticuerpos incluyen
anticuerpos de longitud completa o intactos, fragmentos de anticuerpos, variants de anticuerpos o
aminoacidos con secuencia nativa, anticuerpos humanizados, quiméricos o de fusidn,
inmunoconjugados y fragmentos funcionales de los mismos. En los anticuerpos de fusion, una
secuencia del anticuerpo se fusiona con una secuencia de un polipéptido heter6logo. Los anticuerpos
pueden modificarse en la regién Fc a fin de proporcionar las funciones efectoras deseadas. Tal como
se comenta con mas detalle en las secciones de la presente memoria descriptiva, con las regiones Fc
apropiadas, el anticuerpo desnudo unido a la superficie celular puede inducir citotoxicidad, por
ejemplo, a través de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), reclutando
complementos en la citotoxicidad dependiente de complementos o algiin otro mecanismo.
Alternativamente, cuando se desee eliminar o reducir la funcion efectora, y a fin de minimizar los
efectos secundarios o las complicaciones terapéuticas, se pueden utilizar otras regiones Fc.

En una realizacidn, el anticuerpo compite para unirse, o se une de forma sustancial, al mismo
epitopo que el de los anticuerpos de la invencién. También se contemplan los anticuerpos que
tengan las caracteristicas biologicas de los anticuerpos anti-TAT presentes de la invencidn,
incluyendo especificamente la accién in vivo sobre un tumor y cualquier inhibicién de la
proliferacion celular o caracteristica citotdxica.

Los métodos para producir los anteriores anticuerpos se describen con detalle en la presente
memoria descriptiva.

Los anticuerpos anti-TAT, oligopéptidos y moléculas organicas presentes son utiles para
tratar un cancer que exprese un TAT o aliviar uno o mas sintomas del cancer en un mamifero.
Dentro de estos canceres se incluyen el de prostata, tracto urinario, pulmén, mama, colon y ovario, y
mas especificamente, el adenocarcinoma de prostata, los carcinomas de células renales, los
adenocarcinomas colorrectales, los adenocarcinomas de pulmén, los carcinomas de células
pulmonares escamosas y el mesotelioma pleural. Los canceres engloban los canceres metastésicos de
cualquiera de las clases mencionadas. El anticuerpo, oligopéptido o molécula orgénica es capaz de
unirse al menos a una porcion de las células cancerosas que expresen un polipéptido TAT en el
mamifero. En una realizacion preferente, el anticuerpo, oligopéptido o molécula orgénica es efectivo

para destruir o matar las células tumorales que expresen un TAT o inhibir su crecimiento, in vitro o
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in vivo, después de unirse a un polipéptido TAT en la célula. Entre estos anticuerpos se incluyen los

anticuerpos anti-TAT desnudos (que no se conjugan con ningun agente). El rendimiento de los
anticuerpos desnudos con propiedades citotdxicas o inhibitorias del crecimiento celular puede
potenciarse aun mas con la intervencion de un agente citotéxico que les confiera mayor potencia
para la destruccion de las células tumorales. Las propiedades citotoxicas pueden conferirse a un
anticuerpo anti-TAT, por ejemplo, conjugandolo con un agente citotéxico, para formar un
inmunoconjugado tal como se describe en la presente memoria descriptiva. El agente citotdxico o
inhibidor del crecimiento es preferentemente una molécula pequefia. Las toxinas como la
caliqueamicina o un maitansinoide y sus analogos o derivados son preferentes.

Lainvencién ofrece una composici(')ri formada por un anticuerpo anti-TAT, un oligopéptido
o una molécula organica de la invencion y un vehiculo. A fin de tratar el cancer, las composiciones
pueden administrarse al paciente que lo necesite, comprendiendo uno o mas anticuerpos anti-TAT
presentes, como un inmunoconjugado o el anticuerpo desnudo. En otra realizacion, las
composiciones pueden comprender estos anticuerpos, oligopéptidos o moléculas organicas en
combinacién con otros agentes terapéuticos como los citotoxicos o inhibidores del crecimiento,
incluyendo los quimioterapéuticos. La invencion también proporciona formulaciones formadas por
un anticuerpo anti-TAT, un oligopéptido o una molécula organica de la invencién y un vehiculo. En
otra realizacién, la formulacién es una formulacién terapéutica que contiene un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto de la invencion son los acidos nucleicos aislados que codifican los anticuerpos
anti-TAT. En este grupo se engloban los 4cidos nucleicos que codifican las cadenas Hy L, y
especialmente los residuos de la regién hipervariable, las cadenas que codifiquen el anticuerpo con
secuencia nativa asi como las variantes, modificaciones y versiones humanizadas del mismo.

La invenci6n también ofrece métodos ttiles para tratar un cancer que exprese un polipéptido
TAT o aliviar uno o mas sintomas del cincer en un mamifero, incluyendo la administracién de una
cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo anti-TAT, un oligopéptido o una molécula
organica al mamifero. Las composiciones terapéuticas de anticuerpos, oligopéptidos o moléculas
organicas pueden administrarse a corto plazo (modo agudo), o de forma crénica o intermitente, tal
como indique el médico. También se proporcionan métodos para la inhibicién del crecimiento y
eliminacion de células que expresen un polipéptido TAT.

La invencion también ofrece conjuntos y articulos fabricados que comprenden al menos un
anticuerpo anti-TAT, un oligopéptido o una molécula organica. Los conjuntos que contienen

anticuerpos anti-TAT, oligopéptidos o moléculas organicas pueden utilizarse, por ejemplo, en
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pruebas de eliminacion de células con un TAT, para la purificaciéon o inmunoprecipitacion del

polipéptido TAT de las células. Por ejemplo, para el aislamiento y la purificacion del TAT, el
conjunto puede contener un anticuerpo anti-TAT, un oligopéptido o una molécula orgéanica
emparejado con microesferas (por ejemplo, microesferas de sefarosa). Los conjuntos con
anticuerpos, oligopéptidos o moléculas organicas se pueden proporcionar para detectar y cuantificar
un TAT in vitro, por ejemplo, en un ensayo ELISA o un “Western blot”. Dicho anticuerpo,
oligopéptido o molécula organica util para la deteccidon puede proporcionarse con un marcador,
como un marcador fluorescente o un radiomarcador.

L. Articulos fabricados y conjuntos

Otrarealizacién de la invencion en un articulo fabricado que contiene materiales utiles para
el tratamiento de un cancer que exprese un anti-TAT. El articulo fabricado comprende un envase y
una etiqueta o un prospecto en el mismo envase o asociado a €l. Entre los envases adecuados se
encuentran, por ¢jemplo, frascos, viales, jeringas, etc. Los envases pueden estar hechos de diversos
materiales, como vidrio o plastico. El envase contiene una composicién que es efectiva en el
tratamiento de la afeccidén cancerosa y puede tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el
envase puede ser una bolsa para solucién intravenosa o un vial con un tapén que una aguja
hipodérmica pueda perforar). Al menos un agente activo de la composicion es un anticuerpo anti-
TAT, un oligopéptido o una molécula organica de la invencion. La etiqueta o el prospecto indica que
la composicién sirve para el tratamiento del cancer. Ademas, la etiqueta o el prospecto incluye
instrucciones para administrar al paciente con cancer la composicion del anticuerpo, el oligopéptido
o lamolécula organica. Adicionalmente, el articulo fabricado puede comprender un segundo envase
que contenga un tampon farmacéuticamente aceptable, como agua bacteriostatica para inyeccion
(BWF1), una solucion salina tamponada con fosfato, una solucién de Ringer y una solucién de
dextrosa. También puede incluir otros materiales deseables desde el punto de vista comercial y del
usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas y jeringas.

También se proporcionan conjuntos utiles para diversos propdsitos, por ejemplo, ensayos de
eliminacion de células que expresen un TAT o la purificacién o inmunoprecipitaciéon de un
polipéptido TAT de las células. Para el aislamiento y la purificacion del TAT, el conjunto puede
contener un anticuerpo anti-TAT, un oligopéptido o una molécula orgénica emparejado con
microesferas (por ejemplo, microesferas de sefarosa). Los conjuntos con anticuerpos, oligopéptidos
o moléculas organicas se pueden proporcionar para detectar y cuantificar un polipéptido TAT in
vitro, por ejemplo, en un ensayo ELISA o un “Western blot”. Como ocurre con el articulo fabricado,

el conjunto comprende un envase y una etiqueta o un prospecto en el mismo envase o asociado a €L.
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El envase contiene una composicion que comprende al menos un anticuerpo anti-TAT, un

oligpéptido o una molécula orgéanica de la invencion. Se pueden incluir otros envases adicionales
que contengan, por ejemplo, diluyentes, tampones y anticuerpos de control. La etiqueta o el
prospecto pueden proporcionar una descripcion de la composicion, asi como instrucciones para el
uso previsto, ya sea in vitro o diagnostico.

M. Usos de los polipéptidos TAT v los acidos nucleicos que codifican polipéptidos TAT

Las secuencias de nucledtidos (o su complemento) que codifican polipéptidos TAT tienen
diversas aplicaciones en el campo de la biologia molecular, incluyendo su uso como sondas de
hibridacién, en el mapeado de cromosomas y genes y la generacidn de sondas antisentido de ARN y
ADN. El 4cido nucleico que codifica un TAT también sera util para preparar polipéptidos TAT
mediante las técnicas de recombinacion descritas en la presente memoria descriptiva, pudiéndose
utilizar dichos polipéptidos TAT para, por ejemplo, preparar anticuerpos anti-TAT, tal como se
describe en la presente memoria descriptiva.

El gen de un TAT con secuencia nativa y de longitud completa, o porciones del mismo, se
puede utilizar como sonda de hibridacion para una biblioteca de ADNCc a fin de aislar el ADNc de un
TAT de longitud completa u otras clases de ADNc (por ejemplo, los que codifiquen las variantes de
un TAT que se produzca de forma natural o un TAT de otras especies) que tengan el porcentaje
deseado de identidad de secuencia de la secuencia nativa del TAT detallada en la presente memoria
descriptiva. Opcionalmente, la longitud de la sonda sera de entre 20 y 50 bases. Las sondas de
hibridacion pueden derivarse de regiones al menos parcialmente nuevas de la secuencia nativa de
nucleétidos de longitud completa que pueden determinarse sin excesiva experimentacion o a partir
de secuencias gendmicas incluyendo promotores, elementos potenciadores e intrones de un TAT de
secuencia nativa. Por ejemplo, un método de exploracién comprendera el aislamiento de la region
codificadora del gen del TAT usando la secuencia de ADN conocida para sintetizar una sonda
seleccionada de unas 40 bases. Las sondas de hibridacion pueden marcarse con distintos marcadores,
incluyendo radionucleétidos como 32p o 38, 0 marcadores enzimaticos, como alcalina fosfatasa
emparejada con la sonda a través de sistemas de emparejamiento de avidina/biotina. Las sondas
marcadas que tengan una secuencia complementaria de la del gen del TAT de la presente invencién
pueden utilizarse para explorar bibliotecas de ADNc humano o ADN o ARNm genémico a fin de
determinar con qué miembros de dichas bibliotecas se hibrida la sonda. Las técnicas de hibridacién
se describen mas adelante con mayor detalle en la seccion de Ejemplos. Cualquier secuencia EST
detallada en la presente solicitud puede emplearse de forma similar a las sondas, usando los métodos

detallados en la presente memoria descriptiva.
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Otros fragmentos ttiles de los acidos nucleicos que codifiquen un TAT incluyen

oligonucleétidos antisentido o sentido que comprendan una secuencia de acidos nucleicos de una
sola hebra (ya sea de ARN o ADN) capaces de unirse a secuencias objetivo de ARNm del TAT
(sentido) o ADN del TAT (antisentido). De acuerdo con la presente invencidn, los oligonucleétidos
antisentido o sentido comprenden un fragmento de la regién codificadora del ADN del TAT. Dicho
fragmento comprende por lo general al menos 14 nucleétidos, preferentemente entre 14 y 30. La
capacidad para derivar un oligonucledtido antisentido o sentido, sobre la base de una secuencia de
ADNCc que codifique una proteina determinada, se describe en, por ejemplo, Stein y Cohen (Cancer

Res. 48:2659, 1988) y van der Krol y col. (BioTechniques 6:958, 1988).

La unién de oligonucledtidos antisentido o sentido a secuencias objetivo de acidos nucleicos
da lugar a la formacion de duplexs que bloquean la transcripcién o traduccion de la secuencia
objetivo a través de uno de diversos medios, incluyendo la degradacién potenciada de los duplexs, la
finalizacion prematura de la transcripcién o traduccion u otros medios. La presente invencion
engloba todos estos métodos. Los oligonucleétidos antisentido pueden de este modo utilizarse para
bloquear la expresidn de las proteinas de un TAT, las cuales pueden intervenir en la induccién del
cancer en mamiferos. Los oligonucledtidos antisentido o sentido también comprenden
oligonucledtidos que tengan columnas de azucar-fosfodiéster modificadas (u otros enlaces de
azucares, como los descritos en el documento WO 91/06629), siendo dichos enlaces de azucares
resistentes a las nucleasas endogenas. Estos oligonucle6tidos con enlaces de azicares resistentes son
estables in vivo (es decir, capaces de resistir la degradacion enzimatica), pero retienen la
especificidad de la secuencia para poder unirse a las secuencias de nucleétidos objetivo.

Los sitios intragénicos preferentes para unirse a un antisentido incluyen la regién que
incorpora el codéon de comienzo de la traduccidn/inicio (5'-AUG/5-ATG) o el de
finalizacion/detencidn (5'-UAA, 5-UAG y 5-UGA/5'-TAA, 5-TAG y 5'-TGA) de la estructura de
lectura abierta (ORF) del gen. Estas regiones se refieren a una porciéon del ARNm o el gen que
abarca entre 25 y 50 nucleétidos contiguos en cualquier direccion (es decir, 5' o 3') desde un codén
de comienzo o finalizacién de la traduccidn. Otras regiones preferentes para la uniéon a un
antisentido incluyen: intrones; exones; empalmes de intrones y exones; la estructura de lectura
abierta (ORF) o “region codificadora”, que es la region que hay entre el codén de comienzo de la
traduccion y el de finalizacién de ésta; el extremo 5' de un ARNm que comprende un residuo de
guanosina N7-metilada unido al residuo 5' mas lejano del ARNm a través de un enlace 5'-5'
trifosfato, e incluye la estructura en si del extremo 5' asi como los primeros 50 nucleétidos

adyacentes al extremo; la region del extremo 5' sin traducir (S'UTR) y la porcién de un ARNm en la
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direccién 5' desde el codon de comienzo de la traduccién que incluye, por tanto, los nucledtidos que

hay entre el sitio del extremo 5' y el codén de comienzo de la traduccién de un ARNm o los
nucledtidos correspondientes del gen; y la region del extremo 3' sin traducir (3'UTR) y la porcidn de
un ARNm en la direccién 3' desde el coddn de finalizacion de la traduccidn que incluye, por tanto,
los nucledtidos que hay entre el codén de finalizacion de la traduccién y el extremo 3' de un ARNm
o los nucledtidos correspondientes del gen.

Entre los ejemplos especificos de compuestos antisentido preferentes titiles para inhibir la
expresion de las proteinas de un TAT se incluyen los oligonucléotidos que contengan estructuras
modificadas o enlaces internucledsidos no naturales. Los oligonucledtidos con estructuras
modificadas incluyen aquéllos que retienen un atomo de fésforo en la estructura y los que carecen de
dicho 4tomo. Para los prop6sitos de esta especificacion, y como a veces se ha hecho referencia en la
materia, los oligonucledtidos modificados que carezcan de un atomo de fosfoto en sus estructuras
internucledsidas también se pueden considerar como oligonucledsidos. Las estructuras de
oligonucledtidos modificadas preferentes incluyen, por ejemplo, fosforotioatos, fosforotioatos
quirales, fosforoditioatos, fosfotriésteres, aminoalquilfosfotri-ésteres, metil y otros fosfonatos
alquilo incluyendo fosfonatos 3'-alquileno, fosfonatos 5'-alquileno y fosfonatos quirales, fosfinatos,
fosforamidatos  incluyendo  fosforamidato  3'-amino y  aminoalquilfosforamidatos,
tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteres, selenofosfatos y
borano-fosfatos con enlaces 3'-5' normales, los analogos de éstos con enlaces 2'-5' y los que tengan
polaridad invertida, siendo uno o mas de los enlaces internucledtidos un enlace 3'a3',5'a5'02'a
2'. Los oligonucleétidos con polaridad invertida comprenden un enlace tnico 3' a 3' en el enlace
internucledtido en la posicién 3' mas lejana, es decir, un solo residuo de nucledsido invertido que
puede ser abésico (la nucleobase falta o presenta un grupo hidroxilo en su lugar). También se
incluyen diversas sales, sales mixtas y formas acidas libres. Las patentes representativas de EE.UU.
que muestran la preparacion de enlaces que contienen fosforo incluyen, aunque sin limitarse a, las
patentes de EE.UU. n®: 3.687.808; 4.469.863; 4.476.301; 5.023.243; 5.177.196; 5.188.897,
5.264.423; 5.276.019; 5.278.302; 5.286.717; 5.321.131; 5.399.676; 5.405.939; 5.453.496,
5.455.233; 5.466.677; 5.476.925; 5.519.126; 5.536.821; 5.541.306; 5.550.111; 5.563.253;
5.571.799; 5.587.361; 5.194.599; 5.565.555; 5.527.899; 5.721.218; 5.672.697 y 5.625.050, cada una
de las cuales se incorpora a la presente memoria descriptiva a modo de referencia.

Las estructuras de oligonucledtidos modificadas preferentes que carecen de un atomo de
fosforo estan formadas por enlaces internucleésidos alquilo o cicloalquilo de cadena corta, enlaces

de heterodtomos mixtos e internucledsidos alquilo o cicloalquilo o uno o més enlaces
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internucledsidos heteroatémicos o heterociclicos de cadena corta. Estas incluyen las que tienen
enlaces de morfolino (formados en parte desde la porcidn de azucar de un nucledsido); estructuras
de stloxano; estructuras de sulfuro, sulféxido y sulfona; estructuras de formacetil y tioformacetil,
estructuras de metileno formacetil y tioformacetil; estructuras de riboacetil; estructuras que
contengan alqueno; estructuras de sulfamato; estructuras de metileneimino y metilenehidrazino;
estructuras de sulfonato y sulfonamida; estructuras de amida y otras que tengan N, O y S mezclado y
partes del componente CH.sub.2. Las patentes representativas de EE.UU. que muestran la
preparacién de dichos oligonucledsidos incluyen, aunque sin limitarse a, las patentes de EE.UU. n*:
5.034.506; 5.166.315; 5.185.444; 5.214.134; 5.216.141; 5.235.033; 5.264.562; 5.264.564;
5.405.938; 5.434.257; 5.466.677; 5.470.967; 5.489.677; 5.541.307; 5.561.225; 5.596.086;
5.602.240; 5.610.289; 5.602.240; 5.608.046, 5.610.289; 5.618.704; 5.623.070; 5.663.312;
5.633.360; 5.677.437; 5.792.608; 5.646.269 y 5.677.439, cada una de las cuales se incorpora a la
presente memoria descriptiva a modo de referencia.

En otros oligonucledsidos antisentido preferentes, el enlace tanto de azlicares como
internucledsidos, es decir, la estructura, de las unidades de nucledtidos se sustituye por grupos
nuevos. Las unidades base se mantienen para la hibridacién con un compuesto objetivo apropiado de
acidos nucleicos. Dicho compuesto oligomérico contiene un elemento que mimetiza a los
oligonucledtidos que ha demostrado tener excelentes propiedades de hibridacion, al cual se hace
referencia como un 4cido nucleico péptido (PNA). En los compuestos de PNA, la estructura de
azucares de un oligonucledtido se sustituye por una estructura que contiene amida, en particular
aminoetilglicina. Las nucleobases se retienen y se unen, directa o indirectamente, a 4tomos de aza-
nitrégeno de la porcion de amida de la estructura. Las patentes representativas de EE.UU. que
muestran la preparacion de compuestos de PNA incluyen, aunque sin limitarse a, las patentes de
EE.UU. n®: 5.539.082; 5.714.331 y 5.719.262, cada una de las cuales se incorpora a la presente
memoria descriptiva a modo de referencia. En Nielsen y col., Science, 1991, 254, 1497-1500,
pueden encontrarse mas detalles sobre los compuestos de PNA.

Los oligonucledtidos antisentido preferentes incorporan estructuras de fosforotioato y/o
heterodtomos, y en particular -CH,-NH-O-CH,-, -CH,-N(CH3)-O-CH;- [conocida como una
estructura de metileno (metilimino) o MMI], -CH,-O-N(CH3)-CH,-, -CH,-N(CH3)-N(CH;3)-CH,- y
-O-N(CH;)-CH,-CH,- [donde la estructura nativa de fosfodiéster se representa como -O-P-O-CH,-],
descrita en la patente de EE.UU. n° 5.489.677 anteriormente mencionada, y las estructuras de amida

de la patente de EE.UU. n° 5.602.240 anteriormente mencionada. También son preferentes los
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oligonucledtidos que tengan estructuras de morfolino descritas en la patente de EE.UU. n° 5.034.506

anteriormente mencionada.

Los oligonucledtidos modificados también pueden contener una o méas porciones de azicares
sustituidas. Los oligonucledtidos preferentes comprenden uno de los siguientes elementos en la
posicién 2': OH; F; O-alquilo, S-alquilo o N-alquilo; O-alquenilo, S-alquinilo o N-alquenilo; O-
alquinilo, S-alquinilo o N-alquinilo; u O-alquilo-O-alquilo, donde el alquilo, el alquenilo y el
alquinilo pueden ser C; a Cj alquilo o C; a Cyg alquenilo y alquinilo sustituidos o sin sustituir.
Particularmente preferentes son O[(CH;),0]CHj, O(CH,),OCH3, O(CH;),NH,, O(CH,),CHs3,
O(CH,),ONH; y O(CH,),ON[(CH,),CH3)],, donde los valores n y m oscilan entre 1 y 10. Otros
oligonucledtidos antisentido preferentes comprenden uno de los siguientes elementos en la posicion
2': Cy a Cyg alquilo inferior, alquilo, alquenilo, alquinilo, alcarilo, aralquilo, O-alcarilo u O-aralquilo
sustituido inferior, SH, SCH3, OCN, Cl, Br, CN, CF;, OCF3, SOCH3, SO, CH3, ONO,, NO,, N3,
NH,, heterocicloalquilo, heterocicloalcarilo, aminoalquilamino, polialquilamino, silil sustituido, un
grupo de escisiéon de ARN, un grupo de indicadores, un intercalador, un grupo para mejorar las
propiedades farmacocinéticas o farmacodinamicas de un oligonucleétido u otros sustituyentes con
propiedades similares. Una modificacién preferente incluye 2'-metoxietoxi (2'-O-CH,CH,OCH3,
conocido también como 2'-O-(2-metoxietil) o 2'-MOE) (Martin y col., Helv. Chim. Acta, 1995, 78,
486-504) es decir, un grupo alcoxialcoxi. Otra modificacién preferente incluye
2'-dimetilaminooxietoxi, es decir, un grupo O(CH;),ON(CHj3),, conocido también como
2'-DMAQOE, tal como se describe mas adelante en los ejemplos de la presente memoria descriptiva, y
2'-dimetilaminoetoxietoxi (conocido también en la materia como 2'-O-dimetilaminoetoxietil o
2'-DMAEOQE), es decir, 2'-O-CH,-O-CH,-N(CHy).

Otra modificacién preferente incluye acidos nucleicos bloqueados (LNA) en que el grupo
2'-hidroxil esta enlazado al &tomo de carbono 3' o 4' del anillo de azucares, formando de ese modo
una porcién de azicares biciclica. El enlace es preferentemente un grupo metelino (-CHa-), que
establece un puente con el atomo de oxigeno 2'y el de carbono 4', donde ¢l valornes 1 6 2. Los
LNA y su preparacién se describen en los documentos WO 98/39352 y WO 99/14226.

Otras modificaciones preferentes incluyen 2'-metoxi (2'-O-CHj), 2'-aminopropoxi
(2'-OCH,CH,CH; NH3,), 2'-allilo (2'-CH,-CH=CH,), 2'-O-allilo (2'-O-CH,-CH=CH,) y 2'-fluoro
(2'-F). La modificacion 2' puede ser en la posicidn arabino (ascendente) o ribo (descendente). Una
modificacién 2'-arabino preferente es 2'-F. También pueden realizarse modificaciones similares en
otras posiciones del oligonucleétido, particularmente en la posicién 3' del azticar del nucledtido

terminal 3' o en oligonucleétidos con enlaces 2'-5' y la posicién 5' del nucleétido terminal 5'. Los
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oligonucledtidos también pueden tener elementos que mimetizan a los azticares, como porciones de
ciclobutilo en lugar del azucar pentofuranosil. Las patentes representativas de EE.UU. que muestran
la preparacion de estas estructuras de azicares modificadas incluyen, aunque sin limitarse a, las
patentes de EE.UU. n*: 4.981.957, 5.118.800, 5.319.080, 5.359.044, 5.393.878, 5.446.137,
5.466.786,5.514.785,5.519.134,5.567.811,5.576.427,5.591.722, 5.597.909, 5.610.300, 5.627.053,
5.639.873, 5.646.265, 5.658.873, 5.670.633, 5.792.747 y 5.700.920, cada una de las cuales se
incorpora integramente en la presente memoria descriptiva a modo de referencia.

Los oligonucledtidos también pueden incluir modificaciones o sustituciones de las
nucleobases (a las cuales se hace a menudo referencia en la materia como simplemente “bases”). Tal
como se emplean en la presente memoria descriptiva, las nucleobases “sin modificar” o “naturales”
incluyen las bases de purina adenina (A) y guanina (G) y las bases de pirimidina timina (T), citosina
(C) y uracilo (U). Las nucleobases modificadas incluyen otras nucleobases sintéticas y naturales
como 5-metilcitosina (5-me-C), 5-hidroximetil citosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina,
6-metil y otros derivados alquilo de adenina y guanina, 2-propil y otros derivados alquilo de adenina
y guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, S-propinil (-C=C-CH3 0
-CH,-C=CH) uracilo y citosina y otros derivados alquinilo de bases de pirimidina, 6-azo uracilo,
citosina y timina, 5-uracilo (seudouracilo), 4-tiouracilo, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquil,
8-hidroxil y otras adeninas y guaninas 8- sustituidas, S-halo particularmente 5-bromo,
5-trifluorometil y otros uracilos y citosinas 5- sustituidos, 7-metilguanina y 7-metiladenina,
2-F-adenina, 2-amino-adenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, 7-desazaguanina y 7-desazaadenina y
3-desazaguanina y 3-desazaadenina. Otras nucleobases modificadas incluyen pirimidinas triciclicas
como fenoxazina citidina(1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzoxazina-2(3H)-uno), fenotiazina citidina
(1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzotiazina-2(3H)-uno), abrazaderas G como una fenoxazina citidina
sustituida (por ejemplo, 9-(2-aminoetoxi)-H-pirimido[5,4-b][ 1,4]benzoxazina-2(3H)-uno), carbazola
citidina (2H-pirimido[4,5-b]indol-2-uno), piridoindola citidina
(H-pirido[3',2":4,5]pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-uno). Las nucleobases modificadas también pueden
incluir aquéllas en que la base de purina o pirimidina se sustituya por otros heterociclos, por
ejemplo, 7-desaza-adenina, 7-desazaguanosina, 2-aminopiridina y 2-piridona. Otras nucleobases
incluyen las detalladas en la patente de EE.UU. n® 3.687.808, las detalladas en The Concise
Encyclopedia of Polymer Science and Engineering (La Enciclopedia Concisa de la Ciencia y la
Ingenieria de Polimeros), paginas 858-859, Kroschwitz, J. I, ed. John Wiley & Sons, 1990, y las
detalladas en Englisch y col., Angewandte Chemie, International Edition, 1991, 30, 613. Algunas de

estas nucleobases son particularmente ttiles para aumentar la afinidad de unién de los compuestos
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oligoméricos de la invencién. Estas incluyen pirimidinas 5- sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas
N-2, N-6 y O-6 sustituidas, incluyendo 2-aminopropiladenina, S-propiniluracilo y 5-propinilcitosina.
Se ha demostrado que las sustituciones de 5-metilcitosina aumentan la estabilidad de los duplex de
acidos nucleicos en 0,6-1,2 grados. C. (Sanghvi y col., Antisense Research and Applications, CRC
Press, Boca Ratdn, 1993, paginas 276-278) y son sustituciones de bases preferentes, incluso mas
particularmente cuando se combinan con modificaciones del azucar 2'-O-metoxietilo. Las patentes
representativas de EE.UU. que muestran la preparacion de nucleobases modificadas incluyen,
aunque sin limitarse a: la patente de EE.UU. n°® 3.687.808, asi como las patentes de EE.UU. n”:
4.845.205,5.130.302, 5.134.066, 5.175.273, 5.367.066, 5.432.272,5.457.187, 5.459.255, 5.484.908,
5.502.177,5.525.711,5.552.540, 5.587.469, 5.594.121, 5.596.091, 5.614.617, 5.645.985, 5.830.653,
5.763.588, 6.005.096, 5.681.941 y 5.750.692, cada una de las cuales se incorpora en la presente
memoria descriptiva a modo de referencia.

Otra modificacion de los oligonucledtidos antisentido consiste en enlazar quimicamente con
el oligonucledtido una o més porciones o conjugados que potencien su actividad y distribucion o
absorcion celular. Los compuestos de la invencion pueden incluir grupos de conjugados unidos de
forma covalente a grupos funcionales como los grupos hidroxil primarios o secundarios. Los grupos
de conjugados de la invencién incluyen intercaladores, moléculas indicadoras, poliaminas,
poliamidas, polietilenglicoles, poliéteres y grupos que potencien las propiedades farmacodindmicas
y farmacocinéticas de los oligdmeros. Los grupos de conjugados tipicos incluyen colesteroles,
lipidos, lipidos cationes, fosfolipidos, fosfolipidos catidnicos, biotina, fenacina, folato, fenantridina,
antraquinona, acridina, fluoresceinas, rodaminas, coumarinas y colorantes. En el contexto de la
presente invencion, los grupos que potencian las propiedades farmacodindmicas incluyen aquéllos
que mejoran la absorcién y resistencia a la degradacién de los oligémeros y/o refuerzan la
hibridacién con ARN especifica en la secuencia. En el contexto de la presente invencion, los grupos
que potencian las propiedades farmacocinéticas incluyen aquéllos que mejoran la absorcion, la
distribucién, el metabolismo o la excrecion de los oligdbmeros. Las porciones de conjugados
incluyen, aunque sin limitarse a, porciones de lipidos como una porcién de colesterol (Letsinger y
col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86, 6553-6556), acido colico (Manoharan y col., Bioorg.
Med. Chem. Let., 1994, 4, 1053-1060), un tioéter, por ejemplo, hexil-S-tritiltiol (Manoharan y col.,
Ann. N.Y. Acad. Sci., 1992, 660, 306-309; Manoharan y col., Bioorg. Med. Chem. Let., 1993, 3,
2765-2770), un tiocolesterol (Oberhauser y col., Nucl. Acids Res., 1992, 20, 533-538), una cadena

alifatica, por ejemplo, residuos de dodecandiol o undecil (Saison-Behmoaras y col., EMBO J., 1991,

10; 1111-1118; Kabanov y col., FEBS Lett., 1990, 259, 327-330; Svinarchuk y col., Biochimie,
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1993, 75, 49-54), un fosfolipido, por ejemplo, di-hexadecil-rac-glicerol o trietil-amonio
1,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonato (Manoharan y col., Tetrahedron Lett., 1995, 36,
3651-3654; Shea y col., Nucl. Acids Res., 1990, 18, 3777-3783), una poliamina o una cadena de

polietilenglicol (Manoharan y col., Nucleosides & Nucleotides, 1995, 14, 969-973), o acido acético

de adamantano (Manoharan y col., Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651-3654), una porcién de palmiutil

(Mishra y col., Biochim. Biophys. Acta, 1995, 1264, 229-237) o una porcién de octadecilamina o

hexilamino-carbonil-oxicolesterol. Los oligonucleétidos de la invencion también pueden conjugarse
con sustancias de farmacos activos, por ejemplo, aspirina, warfarina, fenilbutazona, ibuprofeno,
suprofeno, fenbufeno, quetoprofeno, (S)-(+)-pranoprofeno, carprofeno, dansilsarcosina, acido
2,3,5-triiodobenzoico, acido flufenamico, acido folinico, una benzotiadiazida, clorotiazida, una
diazepina, indometicina, un barbitirico, una cefalosporina, un farmaco sulfa, un antidiabético, un
antibacterial o un antibidtico. Los conjugados oligonucledtido-farmaco y su preparacion se describen

- en la solicitud Ser. de 1a patente de EE.UU. n°® 09/334.130 (presentada el 15 de junio de 1999) y las

- patentes de EE.UU. n®: 4.828.979; 4.948.882; 5.218.105; 5.525.465; 5.541.313; 5.545.730;
5.552.538; 5.578.717, 5.580.731; 5.580.731; 5.591.584; 5.109.124; 5.118.802; 5.138.045;
5.414.077; 5.486.603; 5.512.439; 5.578.718; 5.608.046; 4.587.044; 4.605.735; 4.667.025;
4.762.779; 4.789.737, 4.824.941; 4.835.263; 4.876.335; 4.904.582; 4.958.013; 5.082.830;
5.112.963; 5.214.136; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.245.022; 5.254.469; 5.258.506;
5.262.536; 5.272.250; 5.292.873; 5.317.098; 5.371.241, 5.391.723; 5.416.203, 5.451.463;
5.510.475; 5.512.667; 5.514.785; 5.565.552; 5.567.810; 5.574.142; 5.585.481; 5.587.371,
5.595.726; 5.597.696; 5.599.923; 5.599.928 vy 5.688.941, cada una de las cuales se incorpora en la
presente memoria descriptiva a modo de referencia.

No es necesario que todas las posiciones de un compuesto determinado estén modificadas de
forma uniforme y, de hecho, mas de una de las modificaciones mencionadas anteriormente puede
incorporarse a un solo compuesto o incluso un solo nucledsido dentro de un oligonucleétido. La
presente invencién también incluye compuestos antisentido que son compuestos quiméricos. En el
contexto de la presente invencidn, los compuestos antisentido “quiméricos” o “quimeras”, son
compuestos antisentido, particularmente de oligonucleétidos, que contienen dos o mas regiones
quimicamente distintas, cada una de las cuales esta compuesta al menos por una unidad monémera,
es decir, un nucleétido en el caso de un compuesto de oligonucleoétidos. Por lo general, estos
oligonucledtidos contienen al menos una regiéon donde el oligonucléotido se modifica a fin de
adquirir mayor resistencia a la degradacién de la nucleasa, mayor absorcion celular y/o mayor

afinidad de union para el 4cido nucleico objetivo. Una regién adicional del oligonucledtido puede
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servir como sustrato de enzimas capaces de escindir hibridos de¢ ARN:ADN o ARN:ARN. Por

ejemplo, la RNasa H es una endonucleasa celular que escinde la hebra de ARN de un duplex
ARN:ADN. Por tanto, la activacion de la RNasa H da lugar a la escisién del objetivo de ARN y, de
ese modo, potencia en gran medida la eficiencia por parte de los oligonucleétidos de la inhibicion de
la expresion génica. En consecuencia, a menudo pueden obtenerse resultados comparables con
oligonucledtidos mas cortos cuando se utilicen oligonucleétidos quiméricos, en comparacion con los
desoxioligonucledtidos de fosforotioato que hibridan con la misma region objetivo. Los compuestos
antisentido quiméricos de la invencion pueden formarse como estructuras compuestas de dos 0 mas
oligonucledtidos, oligonucleétidos modificados, oligonucledsidos y/o elementos que mimetizan a
los oligonucledtidos tal como se ha descrito anteriormente. Los oligonucledtidos antisentido
quiméticos preferentes incorporan al menos un azicar 2' modificado (preferentemente 2'-O-(CHy),-
O-CH3;) en el terminal 3' a fin de conferir resistencia a la nucleasa y una regién con al menos 4
azucares 2'-H contiguos a fin de conferir la actividad de 1a RNasa H. En la materia también se ha
hecho referencia a estos compuestos como hibridos o “gapmers”. Los “gapmers” preferentes tienen
una region de azucares 2' modificados (preferentemente 2'-O-(CH,),-O-CHs) en los terminales 3'y
5', separados al menos por una regién que tenga al menos 4 azicares 2'-H contiguos, y
preferentemente incorporan enlaces de estructuras de fosforotioato. Las patentes representativas de
EE.UU. que muestran la preparacién de estas estructuras hibridas incluyen, aunque sin limitarse a,
las patentes de EE.UU. n® 5.013.830; 5.149.797; 5.220.007; 5.256.775; 5.366.878; 5.403.711;
5.491.133; 5.565.350; 5.623.065; 5.652.355; 5.652.356 y 5.700.922, cada una de las cuales se
incorpora integramente en la presente memoria descriptiva a modo de referencia.

Los compuestos antisentido utilizados de acuerdo con la presente invencion pueden
realizarse, de forma conveniente y rutinaria, a través de la técnica bien conocida de sintesis de fase
solida. Diversos fabricantes, incluyendo, por ejemplo, Applied Biosystems (Foster City, Calif.),
comercializan los equipos para dicha clase de sintesis. También puede emplearse, adicional o
alternativamente, cualquier otro medio conocido en la materia para efectuar esta sintesis. Es habitual
usar técnicas similares para preparar oligonucle6tidos como los fosforotioatos y los derivados
alquilados. Los compuestos de la presente invencién también pueden mezclarse, encapsularse,
conjugarse o asociarse de cualquier otro modo a otras moléculas, estructuras de moléculas o mezclas
de compuestos, como por ejemplo, liposomas, moléculas sobre las que actien receptores, y
formulaciones orales, rectales, topicas o de otra clase, para ayudar en los procesos de captacidn,
distribucién y/o absorcidn. Las patentes representativas de EE.UU. que muestran la preparacion de

estas formulaciones que sirven para ayudar en los procesos de captacion, distribucién y/o absorcién
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incluyen, aunque sin limitarse a, las patentes de EE.UU. n*® 5.108.921; 5.354.844; 5.416.016;
5.459.127; 5.521.291; 5.543.158; 5.547.932; 5.583.020; 5.591.721; 4.426.330; 4.534.899;
5.013.556; 5.108.921; 5.213.804; 5.227.170; 5.264.221; 5.356.633; 5.395.619; 5.416.016;
5.417.978;5.462.854; 5.469.854; 5.512.295; 5.527.528; 5.534.259; 5.543.152; 5.556.948; 5.580.575

y 5.595.756, cada una de las cuales se incorpora en la presente memoria descriptiva a modo de
referencia.

Otros ejemplos de oligonucledtidos sentido o antisentido incluyen aquéllos que se enlazan de
forma covalente a porciones organicas, como las descritas en el documento WO 90/10048, y otras
porciones que aumentan la afinidad del oligonucleétido para una secuencia objetivo de 4cidos
nucleicos, como la poli-(L-lisina). Ademas, se pueden unir agentes intercaladores, como la
elipticina, y alquilantes o complejos metalicos a oligonucledtidos sentido o antisentido a fin de
modificar sus especificidades de union para la secuencia objetivo de nucledtidos.

Los oligonucledtidos antisentido o sentido pueden introducirse en una célula que contenga la
secuencia objetivo de acidos nucleicos a través de cualquier método de transferencia génica, por
ejemplo, transfeccion de ADN con mediacién de CaPQys, electroporacidn o utilizando vectores de
transferencia génica como el virus Epstein-Barr. En un procedimiento preferente, un oligonucleétido
antisentido o sentido se inserta en un vector retroviral adecuado. Una célula que contenga la
secuencia objetivo de acidos nucleicos se pone en contacto con el vector retroviral recombinante, ya
sea in vivo o ex vivo. Los vectores retrovirales adecuados incluyen, aunque sin limitarse a, los
derivados del retrovirus murino M-MuLV, N2 (un retrovirus derivado de M-MuL V) o los vectores
de copia doble designados como DCT5A, DCT5B y DCT5C (véase el documento WO 90/13641).

Los oligonucleotidos sentido o antisentido también pueden introducirse en una célula que
contenga la secuencia objetivo de nucleétidos formando un conjugado con una molécula que se una
aun ligando, tal como se describe en el documento WO 91/04753. Las moléculas adecuadas que se
unen a un ligando incluyen, aunque sin limitarse a, receptores de superficie celular, factores del
crecimiento, otras citoquinas u otros ligandos que se unan a receptores de superficie celular.
Preferentemente, la conjugacion de la molécula que se una a un ligando no interfiere
sustancialmente en su capacidad para unirse a su molécula o receptor correspondiente o bloquear la
entrada en la célula del oligonucleétido sentido o antisentido o su versién conjugada.

Alternativamente, un oligonucleétido sentido o antisentido puede introducirse en una célula
que contenga la secuencia objetivo de acidos nucleicos formando un complejo oligonucleétido-
lipido, tal como se describe en el documento WO 90/10448. Este complejo oligonucledtido sentido

o antisentido-lipido se disocia preferentemente dentro de la célula mediante una lipasa enddgena.
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La longitud de las moléculas de ARN o ADN antisentido o sentido es por lo general de
alrededor de 5 nucledtidos, y alternativamente de al menos alrededor de 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,27, 28,29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85,
90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185,
190, 195, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370,
380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 450, 460, 470, 480, 490, 500, 510, 520, 530, 540, 550, 560, 570,
580, 590, 600, 610, 620, 630, 640, 650, 660, 670, 680, 690, 700, 710, 720, 730, 740, 750, 760, 770,
780, 790, 800, 810, 820, 830, 840, 850, 860, 870, 880, 890, 900, 910, 920, 930, 940, 950, 960, 970,
980, 990 6 1.000 nucledtidos, donde, en este contexto, el término “alrededor de” significa la
longitud de referencia de la secuencia de nucleétidos £10%.

Las sondas también pueden emplearse en técnicas de PCR para generar un grupo de
secuencias para identificar secuencias codificadoras de TAT estrechamente relacionadas.

Las secuencias de nucleétidos que codifican un TAT también se pueden utilizar para
construir sondas de hibridacién para mapear el gen que codifique ese TAT y realizar el analisis
genético de individuos con trastornos genéticos. Las secuencias de nucledtidos proporcionadas en la
presente memoria descriptiva pueden mapearse con un cromosoma y regiones especificas de un
cromosoma mediante técnicas conocidas, como la hibridacion in situ, el analisis de enlaces para
compararlos con marcadores cromosomaticos conocidos y la exploracion de la hibridacién con
bibliotecas.

Cuando las secuencias codificadoras para un TAT codifican una proteina que se una a otra
proteina (por ejemplo, donde el TAT sea un receptor), el TAT puede utilizarse en ensayos para
identificar las otras proteinas o moléculas que intervengan en la interaccion de la unién. A través de
estos métodos, se pueden identificar los inhibidores de la interaccion de la unién entre el receptor y
el ligando. Las proteinas que intervienen en estas interacciones de unién también se pueden usar
para explorar inhibidores de péptidos o moléculas‘ pequefias o agonistas de la interaccion de la
unién. Ademas, el TAT receptor puede emplearse para aislar ligandos correlativos. Se pueden
designar ensayos de exploracién para encontrar compuestos principales que imiten la actividad
biologica de un TAT nativo o un receptor para un TAT. Dichos ensayos de exploracion incluiran
ensayos capaces de establecer una exploracion de alto rendimiento de bibliotecas de productos
quimicos, con lo cual seran particularmente adecuados para identificar candidatos fArmacos de
molécula pequefia. Las moléculas pequefias contempladas incluyen compuestos sintéticos organicos

e inorganicos. Los ensayos pueden realizarse en diversos formatos, incluyendo ensayos de unién
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proteina-proteina, ensayos de exploracién bioquimica, inmunoensayos y ensayos basados en células,
que estan bien caracterizados en la materia.

Los 4cidos nucleicos que codifican un TAT o sus formas modificadas también pueden
utilizarse para generar ya sea animales transgénicos o “con bloqueo” (“knock out’), los cuales, a su
vez, son Utiles para desarrollar y explorar reagentes terapéuticamente ttiles. Un animal transgénico
(por ejemplo, un ratén o una rata) es un animal que posee células con un transgén que se inserto en
el animal o un ancestro de éste en una etapa prenatal, por ejemplo, embrionaria. Un transgén es un
ADN que se integra al genoma de una célula a partir de la cual se desarrolla un animal transgénico.
En una realizacién, el ADNc que codifica un TAT puede utilizarse para clonar un ADN gendmico
que codifica un TAT, de acuerdo con las técnicas establecidas y las secuencias genémicas utilizadas
para generar animales transgénicos que posean células que expresen el ADN que codificaun TAT.
Los métodos para general animales transgénicos, en particular ratones o ratas, han devenido
convencionales en la materia y se describen, por ejemplo, en las patentes de EE.UU. n* 4.736.866 y
4.870.009. Generalmente, a fin de incorporar el transgén de un TAT, se realizaria una accién sobre
células particulares con potenciadores especificos para tejidos concretos. Los animales transgénicos
que incluyen una copia de un transgén que codificaun TAT insertado en la linea germinal del animal
en una etapa embrionaria pueden utilizarse para examinar el efecto del aumento de la expresion del
ADN que codifica un TAT. Dichos animales pueden utilizarse como animales de prueba para
reagentes que se supone protegen contra, por ejemplo, afecciones patoldgicas asociadas a su
sobreexpresion. Segun esta faceta de la invencion, se trata a un animal con el reagente, y una
incidencia reducida de la afeccion patoldgica, en comparacion con animales sin tratar que porten el
transgén, indicaria una intervencion terapéutica potencial para la afeccion patologica.

Alternativamente, los homélogos no humanos de un TAT pueden utilizarse para construir un
animal “con bloqueo” provocado por un TAT que tenga un gen defectuoso o alterado que codifique
dicho TAT como resultado de una recombinacién homdloga entre el gen endégeno que codifique el
TAT y el ADN gendmico alterado que codifica un TAT insertado en una célula madre embrionaria
del animal. Por ejemplo, el ADNc que codifica el TAT puede utilizarse para clonar ADN genémico
que codifique el TAT, de acuerdo con las técnicas establecidas. Una parte del ADN gendmico que
codifica el TAT puede eliminarse o reemplazarse por otro gen, como por ejemplo, un gen que
codifique un marcador seleccionable que puede utilizarse para supervisar la integracion.
Generalmente, varias kilobases de ADN flanqueador sin alterar (en los extremos 5' y 3') se incluyen
en el vector [véase, por ejemplo, Thomas y Capecchi, Cell, 51:503 (1987) para obtener una

descripcidn de los vectores de recombinacién homdloga]. El vector se introduce en una linea de
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células madre embrionarias (por ejemplo, por electroporacion) y se seleccionan las células en las que
el ADN insertado se haya recombinado homdlogamente con el ADN enddgeno [véase, por ejemplo,
Liycol., Cell, 69:915 (1992)]. A continuacion, las células seleccionadas se inyectan en un blastocito
de un animal (por ejemplo, una rata o un raton) para formar quimeras de agregacion [véase, por
ejemplo, Bradley, en Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, E. J.
Robertson, ed. (IRL, Oxford, 1987), paginas 113-152]. Luego puede implantarse un embrién
quimérico en una hembra nodriza pseudoprefiada apropiada y hacer que el embrion llegue a término
para crear un animal “con bloqueo”. La progenie que tiene el ADN recombinado homdlogamente en
sus células germinales puede identificarse mediante técnicas estindares y utilizarse para criar
animales cuyas células, en su totalidad, contengan el ADN recombinado homdlogamente. Los
animales “con bloqueo” pueden caracterizarse, por ejemplo, por su capacidad para defenderse contra
determinadas afecciones patologicas y su desarrollo de afecciones patoldgicas debido a la ausencia
del polipéptido TAT.

El acido nucleico que codifica los polipéptidos TAT también se puede utilizar en la terapia
génica. En las aplicaciones de terapia génica, los genes se introducen en las células con el fin de
obtener la sintesis in vivo de un producto genético terapéuticamente efectivo para, por ejemplo,
reemplazar un gen defectuoso. La “terapia génica” comprende tanto la terapia génica convencional,
en la que se obtiene un efecto duradero mediante un unico tratamiento, como la administracion de
agentes génicos terapéuticos, lo cual implica la administracién unica o reiterada de un ADN o
ARNm terapéuticamente efectivo. Los ADN y ARN antisentido pueden utilizarse como agentes
terapéuticos para bloquear la expresion de ciertos genes in vivo. Ya se ha demostrado que los
oligonucléotidos antisentido cortos pueden importarse en las células donde actien como inhibidores,
a pesar de contar con concentraciones intracelulares bajas debido a que su absorcidn por parte de la

membrana celular es restringida. (Zamecnik y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:4143-4146

[1986]). Es posible modificar los oligonucléotidos para aumentar su absorcion, por ejemplo,
sustituyendo sus grupos de fosfodiéster con carga negativa por grupos sin carga.

Existen diversas técnicas disponibles para introducir 4cidos nucleicos en células viables. Las
técnicas varian dependiendo de si el acido nucleico se transfiere in vitro a células en cultivo o in vivo
a células del huésped pretendido. Las técnicas adecuadas para transferir acido nucleico a las células
de mamiferos in vitro incluyen el uso de liposomas, electroporacion, microinyeccion, fusion de
células, DEAE-dextrano, el método de precipitacién con fosfato de calcio, etc. Las técnicas
actualmente preferentes para trasnferir genes in vivo incluyen la transfeccion con vectores virales

(generalmente retrovirales) y la transfeccion con mediacion de proteina-liposoma y revestimiento
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viral (Dzau y col., Trends in Biotechnology 11, 205-210[1993]). En algunas situaciones, es deseable

proporcionar a la fuente del acido nucleico un agente que actue sobre las células objetivo, como por
ejemplo, un anticuerpo especifico para una proteina de membrana de la superficie celular o la propia
célula objetivo, un ligando para un receptor de la célula objetivo, etc. Cuando se empleen liposomas,
pueden utilizarse las proteinas que se unen a una proteina de membrana de la superficie celular
asociada a la endocitosis para actuar y/o facilitar la absorcion, como por ejemplo, proteinas de la
capside o fragmentos de las mismas con tropismo para una clase de célula en particular, anticuerpos
para proteinas sometidas a un proceso de internalizacién en ciclos y proteinas que actian en la
localizacién intracelular y mejoran la vida media intracelular. La técnica de endocitosis con
mediacion de receptores se describe, por ejemplo, en Wu y col., J. Biol. Chem. 262:4429-4432
(1987); y Wagner y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:3410-3414 (1990). Para revisar los

protocolos de la marcacion de genes y la terapia génica, véase Anderson y col., Science 256:808-813
(1992).

Las moléculas de 4cidos nucleicos que codifican polipéptidos TAT o fragmentos de los
mismos descritas en la presente memoria descriptiva son utiles para identificar cromosomas. A este
respecto, existe una necesidad continua de identificar nuevos marcadores cromosémicos, dado que
actualmente, sobre la base de los datos reales sobre secuencias, hay disponibles relativamente pocos
reagentes de marcacion cromosémica. Cada molécula de acidos nucleicos conun TAT de la presente
invencion puede usarse como marcador cromosémico.

Los polipéptidos TAT y las moléculas de 4cidos nucleicos de la presente invencion también
pueden emplearse de forma diagndstica para tipificar tejidos, pudiendo los polipéptidos TAT de la
presente invencidén expresarse diferencialmente en un tejido en comparacion con otro,
preferentemente al comparar un tejido enfermo con uno normal de su misma clase. Las moléculas de
4cidos nucleicos con un TAT podrén utilizarse para generar sondas para la PCR y los analisis
“Northern”, “Southermn” y “Western”.

La presente invencién abarca métodos de exploracién de compuestos para identificar
aquéllos que imiten el polipéptido TAT (agonistas) o impidan sus efectos (antagonistas). Los
ensayos de exploracién para los candidatos farmacos antagonistas se disefian para identificar
compuestos que se unen o forman complejos con los polipéptidos TAT codificados por los genes
identificados en la presente memoria descriptiva, o interfieren de cualquier otro modo en la
interaccién de los polipéptidos codificados con otras proteinas celulares, por ejemplo, inhibiendo la

expresion del polipéptido TAT en las células. Dichos ensayos de exploracion incluiran ensayos
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capaces de establecer una exploracidn de alto rendimiento de bibliotecas de productos quimicos, con
lo cual seran particularmente adecuados para identificar candidatos farmacos de molécula pequefia.

Los ensayos pueden realizarse en diversos formatos, incluyendo ensayos de union proteina-
proteina, ensayos de exploracion bioquimica, inmunoensayos y ensayos basados en células, que
estan bien caracterizados en la materia.

Todos los ensayos sobre antagonistas son comunes en el sentido de que pretenden poner en
contacto al candidato farmaco con un polipéptido TAT codificado por un acido nucleico identificado
en la presente memoria descriptiva bajo condiciones, y durante un tiempo suficiente, que permitan a
estos dos compuestos interactuar.

En ensayos de union, la interaccién consiste en la unién, y el complejo formado puede
aislarse o detectarse en la mezcla de la reaccidon. En una realizacion en particular, el polipéptido
TAT codificado por el gen identificado en la presente memoria descriptiva o el candidato farmaco se
inmoviliza en una fase solida, por ejemplo, una placa de microtitulacion, mediante uniones
covalentes o no covalentes. Por lo general, la unién no covalente se logra revistiendo la superficie
solida con una solucidén del polipéptido TAT y dejando secar la mezcla. Alternativamente, un
anticuerpo inmovilizado, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal, especifico para el polipéptido
TAT que se quiera inmovilizar, puede usarse para anclarlo a una superficie sélida. El ensayo se
efectia afiadiendo el componente no inmovilizado, que puede marcarse con un marcador detectable,
al componente inmovilizado, por ejemplo, la superficie revestida que contiene el componente
anclado. Cuando la reaccion ha terminado, los componentes que no han reaccionado se eliminan, por
ejemplo, mediante un lavado, y los complejos anclados en la superficie sélida se detectan. Cuando el
componente originalmente no inmovilizado porta un marcador detectable, la deteccion del marcador
inmovilizado en la superficie indica que se formd el complejo. Cuando el componente originalmente
no inmovilizado no porte un marcador detectable, la formacién de complejos puede detectarse, por
ejemplo, usando un anticuerpo marcado que se una de forma especifica al complejo inmovilizado.

Si el candidato compuesto interactua pero no se une a un polipéptido TAT particular
codificado por un gen identificado en la presente memoria descriptiva, su interaccién con ese
polipéptido puede ensayarse a través de métodos bien conocidos para detectar interacciones
proteina-proteina. Dichos ensayos incluyen enfoques tradicionales, como, por ejemplo, enlaces
cruzados, coinmunoprecipitacion y copurificacion a través de gradientes o columnas
cromatograficas. Ademas, las interacciones proteina-proteina pueden supervisando empleando un
sistema genético basado en la levadura descrito por Fields y sus colaboradores (Fields y Song,

Nature (London), 340:245-246 (1989); Chien y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:9578-9582
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(1991)) y tal como detallan Chevray y Nathans, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 5789-5793 (1991).

Muchos activadores de la transcripcion, como la levadura GALA4, consisten en dos dominios
modulares fisicamente discretos, uno actuando como el dominio que se une al ADN y el otro
funcionando como el dominio de activacion de la transcripcion. El sistema de expresion de la
levadura descrito en las anteriores publicaciones (al cual se hace habitualmente referencia como el
“sistema de dos hibridos’) aprovecha esta propiedad, y emplea dos proteinas hibridas, una en que la
proteina objetivo se fusiona con el dominio de la GAL4 que se une al ADN y otra en que las
proteinas activadoras candidatas se fusionan con el dominio de activacién. La expresion de un gen
indicador de GALI1-/lacZ bajo el control de un promotor activado por la GAL4 depende de la
reconstitucion de la actividad de la GALA4 a través de una interaccién proteina-proteina. Las colonias
que contienen polipéptidos que interactian se detectan con un sustrato cromogénico para (3-
galactosidasa. Clontech comercializa un conjunto completo (MATCHMAKER™) para identificar
interacciones proteina-proteina entre dos proteinas especificas usando la técnica de dos hibridos.
Este sistema también puede ampliarse para mapear dominios de proteinas que intervengan en
interacciones de proteinas especificas, asi como sefialar residuos de aminoacidos que sean cruciales
para dichas interacciones.

Los compuestos que interfieren en la interaccién de un gen que codifique un polipéptido
TAT identificado en la presente memoria descriptiva y otros componentes intra o extracelulares
pueden probarse de la siguiente manera: normalmente, se prepara una mezcla de reaccidn que
contenga el producto del gen y el componente intra o extracelular bajo condiciones, y durante un
tiempo suficiente, que permita la interaccién y unién de los dos productos. Para probar la capacidad
de un candidato compuesto para inhibir la unidn, la reaccién se lleva a cabo en ausencia y en
presencia del compuesto de prueba. Ademas, se puede afiadir un placebo a una tercera mezcla de
reaccion que sirva como control positivo. La unién (formacion del complejo) entre el compuesto de
prueba y el componente intra o extracelular presente en la mezcla se supervisa tal como se ha
descrito anteriormente en la presente memoria descriptiva. La formacién de un complejo en la(s)
reaccion(es) de control pero no en la mezcla de reaccién que contenga el compuesto de prueba
indica que éste interfiere en su interaccién con su asociado de reaccion.

Para ensayar con antagonistas, el polipéptido TAT se puede afiadir a una célula junto con el
compuesto del cual se quiera explorar una actividad en particular, y la capacidad del compuesto para
inhibir la actividad de interés en presencia del polipéptido TAT indica que dicho compuesto es un
antagonista de éste. Alternativamente, los antagonistas pueden detectarse combinando el

polipéptido TAT y un antagonista potencial con receptores de polipéptidos TAT unidos a la

169

Lo



membrana o receptores recombinantes bajo condiciones apropiadas para un ensayo de inhibicion
competitivo. El polipéptido TAT puede marcarse, por ejemplo mediante radioactividad, de modo
que la cantidad de moléculas de polipéptidos TAT unidas al receptor se puede usar para determinar
la eficacia del antagonista potencial. El gen que codifica el receptor se puede identificar a través de
numerosos métodos que los expertos en la materia conocen, por ejemplo, la seleccion de ligandos y

la clasificacién de FACS. Coligan y col., Current Protocols in Immun., 1(2): capitulo 5 (1991).

Preferentemente, la clonacion de la expresion se emplea donde el ARN poliadenilado se prepare a
partir de una célula que responsa al polipéptido TAT y una biblioteca d¢ ADNc creada a partir de
este ARN se divida en grupos y se utilice para transfectar células COS u otras células que no
respondan al polipéptido TAT. Las células transfectadas que se han desarrollado en portaobjetos de
cristal se exponen al polipéptido TAT marcado. El polipéptido TAT puede marcarse a través de
diversos medios, incluyendo la iodinacién o la inclusién de un sitio de reconocimiento para una
proteina quinasa especifica para el sitio en cuestién. Tras la fijacién e incubacién, los portaobjetos se
someten a un analisis autoradiografico. Los grupos positivos se identifican, y los subgrupos se
preparan y retransfectan usando proceso interactivo de subagrupamiento y reexploracion, lo cual da
lugar finalmente a un clon tnico que codifica el receptor putativo.

Como enfoque alternativo para identificar receptores, el polipéptido TAT marcado puede
enlazarse por fotoafinidad a la membrana celular, o se pueden extraer preparaciones que expresen la
molécula receptora. El material con enlaces cruzados se resuelve mediante PAGE y se expone a una
pelicula de rayos X. El complejo marcado que contiene el receptor puede eliminarse, resolverse en
fragmentos de péptidos y someterse a un proceso de microsecuenciacion de proteinas. La secuencia
de amino4cidos obtenida a partir de la microsecuenciacion se utilizaria para disefiar un grupo de
sondas de oligonucleétidos degenerados para explorar una biblioteca de ADNc a fin de identificar el
gen que codifica el receptor putativo. |

En otro ensayo para antagonistas, las células de mamiferos o una preparacién de membrana
que expresen el receptor se incubarian con el polipéptido TAT marcado en presencia del compuesto
candidato. En consecuencia, podria medirse la capacidad del compuesto para potenciar o bloquear
esta interaccion.

Ejemplos mas especificos de antagonistas potenciales incluyen un oligonucledtido que se una
a las fusiones de inmunoglobulina con un polipéptido TAT y, en particular, anticuerpos, incluyendo,
sin limitacién, anticuerpos poli y monoclonales y fragmentos de anticuerpos, anticuerpos de cadena
tinica, anticuerpos anti-idiotipicos y versiones quiméricas o humanizadas de dichos anticuerpos o

fragmentos, asi como anticuerpos humanos y fragmentos de anticuerpos. Alternativamente, un
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antagonista potencial puede ser una proteina estrechamente relacionada, por ejemplo, una forma
mutada del polipéptido TAT que reconozca al receptor pero no tenga efecto alguno, inhibiendo, por
tanto, de forma competitiva la accion del polipéptido TAT.

Otro antagonista potencial de un polipéptido TAT es una construccién de ARN o ADN
antisentido preparada mediante tecnologia antisentido, donde, por ¢jemplo, una molécula de ARN o
ADN antisentido actiia para bloquear directamente la traduccién de ARNm, hibridando con éste €
impidiendo la traduccidn proteinica. La tecnologia antisentido se puede emplear para controlar la
expresion génica a través de la formacién de una hélice triple o un ADN o ARN antisentido,
basandose ambos métodos en la unién de un polinucleétido a un ADN o ARN. Por ejemplo, la
porcién codificadora 5' de la secuencia de polinucleétidos, que codifica los polipéptidos TAT
maduros de la presente memoria descriptiva, se usa para diseflar un oligonucleétido de ARN
antisentido con una longitud de entre 10 y 40 pares de bases. Se disefia un oligonucléotido de ADN
para que sea complementario de una region del gen implicada en la transcripcién (hélice triple —

véase Lee y col., Nucl. Acids Res., 6:3073 (1979); Cooney y col., Science, 241: 456 (1988); Dervan

y col., Science, 251:1360 (1991)), evitando por tanto la transcripcion y produccion del polipéptido
TAT. El oligonucledtido de ARN antisentido hibrida con el ARNm in vivo y bloquea la traduccion
de lamolécula de ARNm en el polipéptido TAT (antisentido - Okano, Neurochem., 56:560 (1991);

QOligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene Expression (CRC Press: Boca Ratén, FL,

1988). Los oligonucleétidos descritos anteriormente también pueden administrarse a las células, de
modo que el ARN o ADN antisentido pueda expresarse in vivo para inhibir la produccion del
polipéptido TAT. Cuando se utilice ADN antisentido, los oligodesoxiribonucledtidos derivados del
sitio de comienzo de la traduccién, por ejemplo, entre las posiciones -10 y +10 de la secuencia de
nucledtidos del gen objetivo, son preferentes.

Los antagonistas potenciales incluyen moléculas pequefias que se unen al sitio activo, el sitio
de unidén a un receptor o el factor del crecimiento u otro sitio de union relevante del polipéptido
TAT, bloqueando por tanto la actividad biolégica normal del polipéptido TAT. Los ejemplos de
moléculas pequefias incluyen, aunque sin limitarse a, moléculas pequefias de péptidos o sustancias
similares a éstos, preferentemente péptidos solubles, y compuestos sintéticos no peptidicos
organicos o inorganicos.

Las ribozimas son moléculas de ARN enzimaticas capaces de catalizar la escision especifica
del ARN. Las ribozimas actiian por hibridacion especifica de la secuencia en cuestion con el ARN
objetivo complementario, seguida por una escisién endonucleolitica. Los sitios especificos de

escision de la ribozima dentro de un objetivo de ARN potencial pueden identificarse mediante
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técnicas conocidas. Para mas detalles, véase, por ejemplo, Rossi, Current Biology, 4:469-471

(1994), y la publicacion del PCT n® WO 97/33551 (publicada el 18 de septiembre de 1997).

Las moléculas de 4cidos nucleicos en formacion de hélice triple utilizadas para inhibir la
transcripcion deberian tener una sola hebra y estar compuestas por desoxinucleétidos. La
composicién base de estos oligonucledtidos se disefia de modo que fomente la formacidn de hélice
triple a través de las normas Hoosteen de emparejamiento de bases, lo cual requiere generalmente
extensiones considerables de purinas o pirimidinas en una hebra de un diplex. Para mas detalles,
véase, por ejemplo, la publicacién del PCT n® WO 97/33551, supra.

Estas moléculas pequefias pueden identificarse mediante uno o mas de los ensayos de
exploraciéon mencionados anteriormente en la presente memoria descriptiva y/o cualquier otra
técnica de exploracidn bien conocida por los expertos en la materia.

Los 4cidos nucleicos aislados que codifican polipéptidos TAT puede utilizarse en la presente
memoria descriptiva para producir de forma recombinante un polipéptido TAT mediante técnicas
bien conocidas en la materia y tal como se ha descrito en la presente memoria descriptiva. Por su
parte, los polipéptidos TAT producidos pueden emplearse para generar anticuerpos anti-TAT
mediante técnicas bien conocidas en la materia y tal como se ha descrito en la presente memoria
descriptiva.

Los anticuerpos que se unen de forma especifica a un polipéptido TAT identificados en la
presente memoria descriptiva, asi como otras moléculas identificadas mediante los ensayos de
exploracién detallados anteriormente en la presente memoria descriptiva, pueden administrarse para
el tratamiento de diversos trastornos, incluyendo céancer, en la forma de composiciones
farmacéuticas.

Si el polipéptido TAT es intracelular, y se utilizan anticuerpos enteros como inhibidores, los
anticuerpos internalizadores son preferentes. No obstante, las lipofecciones o liposomas se pueden
utilizar también para administrar el anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo, en las células. Cuando
se utilicen fragmentos de anticuerpo, el fragmento inhibidor mas pequefio que se une de forma
especifica al dominio de unién de la proteina objetivo es preferente. Por ejemplo, tomando como
referencia las secuencias de la regién variable de un anticuerpo, las moléculas peptidicas pueden
disefiarse para retener la capacidad de unién de la secuencia de la proteina objetivo. Estos péptidos
pueden sintetizarse quimicamente y/o producirse mediante la tecnologia de ADN recombinante.

Véase, por ejemplo, Marasco y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 7889-7893 (1993).

La formulacidn de la presente memoria descriptiva también contiene mas de un compuesto

activo, tal y como sea necesario para la indicacion particular que se esté tratando, preferentemente
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aquéllos con actividades complementarias que no se afecten de manera adversa entre si. De forma
alternativa, o adicionalmente, la composicidn puede comprender un agente que potencie su funcion,
como, por ejemplo, un agente citot6xico, una citoquina, un agente quimioterapéutico o un agente
inhibidor del crecimiento. Dichas moléculas estin presentes en combinacion en cantidades que son
eficaces para el fin que se pretende.

Los siguientes ejemplos se ofrecen tinicamente con fines ilustrativos y de ningun modo se
proponen limitar el alcance de la presente invencion.

El contenido de todas las patentes y referencias bibliograficas citadas en la presente

especificacion se incorporan integramente en la presente memoria descriptiva a modo de referencia.

EJEMPLOS
Los reagentes comercializados a los cuales se hace referencia en los ejemplos se utilizaron de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, a menos que se indique lo contrario. La fuente de esas
células identificadas en los siguientes ejemplos, y a lo largo de toda la especificacidn, por las
cantidades de adquisiciones de la ATCC, es la American Type Culture Collection (Coleccion

Americana de Cultivos Tipo), Manassas, VA.

EJEMPLO 1: Perfil de la expresidn tisular mediante GeneExpress®

Se analizé una base de datos patentada que contiene informacidn sobre la expresion génica
(GeneExpress®, Gene Logic Inc., Gaithersburg, MD) en un intento de identificar polipéptidos (y los
acidos nucleicos que los codifican) cuya expresion estuviese significativa y detectablemente
sobrerregulada en un tejido tumoral humano en particular de interés en comparacion con otro(s)
tumor(es) humano(s) y/o tejidos humanos normales. Especificamente, el analisis de la base de datos
GeneExpress® se efectué mediante aplicaciones de software disponibles a través de Gene Logic
Inc., Gaithersburg, MD, especiales para su uso con la base de datos GeneExpress®, o patentadas,
disefiadas y desarrolladas en Genentech, Inc., igualmente especiales para su uso con la base de datos
GeneExpress®. La valoracién de los resultados positivos en el andlisis se basa en varios criterios,
incluyendo, por ejemplo, la especifidad del tejido y el tumor y el nivel de expresién en tejidos
normales esenciales y/o proliferativos. La(s) siguiente(s) molécula(s) exhibe(n) un perfil de
expresién tisular que muestra una expresion tisular alta y una sobrerregulacién de la expresion
significativa y reproduciblemente detectable en un tumor o tumores humanos especificos en
comparacién con otro(s) tumor(es) humano(s) y/o tejidos humanos normales, y, de forma opcional,

una expresion relativamente baja en tejidos humanos normales esenciales y/o proliferativos.
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Usando el analisis de la expresion descrito anteriormente, se determiné que el ARNm que
codifica el polipéptido TAT113 mostrado en la presente memoria descriptiva como SEQID NO:2 se
sobreexpresa de forma significativa, reproducible y detectable en ciertas clases de tumores
cancerosos humanos de colon y recto en comparacion con los tejidos humanos normales de colon y
recto correspondientes, respectivamente.

A.  Colon

En un primer experimento, la expresion del TAT113 se analizé en un grupo de 237 muestras
independientes de tejido humano normal de colon. Los resultados de estos analisis demostraron que
el nivel de la expresion de ARNm en el TAT113 en todas las muestras de tejido humano normal de
colon analizadas era exfraordinariamente consistente y contaba con una distribucién muy rigurosa,
sin que ninguna de estas muestras experimentase un aumento superior al 200% de la expresion del
TAT113 en comparacion con el nivel medio de la expresion del TAT113 en la totalidad del grupo de
muestras.

Con fines de comparacién cuantitativa, también se analizé una variedad de muestras
independientes y de diferentes clases de tejido de colon humano canceroso para valorar la expresion
del TAT113. Los resultados obtenidos en estos analisis demostraron que el nivel de expresion del
TAT113 en las muestras cancerosas era bastante variable, y una cantidad significativa de las
muestras cancerosas experimenté un incremento al menos del 200% (llegando como méximo al
1600%) de la expresion del TAT113 en comparacion con el nivel medio de la expresion del TAT113
en el grupo de muestras analizadas de tejido de colon normal. Mas especificamente, se observo una
sobreexpresion del TAT113 detectable y reproducible en las siguientes clases de cancer de colon en
comparacion con un colon normal (las cantidades mostradas entre paréntesis para cada clase de
cancer representan la cantidad de muestras independientes que exhibieron un aumento al menos del
200% de la expresion del TAT113 en comparacion con el nivel medio de la expresion del TAT113
en el grupo de muestras analizadas de tejido de colon normal/la cantidad total de muestras tumorales
independientes analizadas): adenocarcinoma de colon con ubicacién no especificada (4/9),
adenocarcinoma del ciego y el colon derecho ascendente (25/35), adenocarcinoma del colon
transversal (5/6) y adenocarcinoma del colon izquierdo descendente y el sigmoide (21/34). Se
realizaron experimentos adicionales que confirmaron estos resultados.

B. Recto

En otro experimento, la expresion del TAT113 se analizé en un grupo de 46 muestras
independientes de tejido humano normal de recto. Los resultados de estos anélisis demostraron que

el nivel de la expresién de ARNm en el TAT113 en todas las muestras de tejido humano normal de
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recto analizadas era extraordinariamente consistente y contaba con una distribucién muy rigurosa,
sin que ninguna de estas muestras experimentase un aumento superior al 200% de la expresion del
TAT113 en comparacion con el nivel medio de la expresion del TAT113 en la totalidad del grupo de
muestras.

Con fines de comparacion cuantitativa, también se analizaron 25 muestras independientes de
tejido de adenocarcinoma rectal humano para valorar la expresién del TAT113. Los resultados
obtenidos en estos analisis demostraron que el nivel de expresion del TAT113 en las muestras
cancerosas era bastante variable, y 15 de las 25 muestras probadas experimenté un incremento al
menos del 200% (llegando como maximo al 1300%) de la expresion del TAT113 en comparacion
con el nivel medio de la expresion del TAT113 en el grupo de muestras analizadas de tejido de recto
normal.

Dadas estas circunstancias, el polipéptido TAT113 mostrado en la presente memoria
descriptiva como SEQ ID NO:2, y el acido nucleico que lo codifica, son objetivos excelentes que
pueden aprovecharse para determinar cuantitativa y cualitativamente el nivel de expresion del
polipéptido TAT113 mostrado en la presente memoria descriptiva como SEQ ID NO:2,y el ARNm
que lo codifica, en diversas muestras de tejido de mamiferos, permitiendo por tanto realizar
comparaciones cuantitativas y cualitativas entre ellos. Asi pues, el polipéptido TAT113 mostrado en
la presente memoria descriptiva como SEQ ID NO:2, y el 4acido nucleico que lo codifica, son
moléculas cuyo perfil de expresion exclusivo puede aprovecharse para diagnosticar ciertas clases de
tumores cancerosos en mamiferos tal como se ha descrito anteriormente. Ademas, dado que este
analisis demuestra que el polipéptido TAT113 se sobreexpresa de forma significativa, reproducible y
detectable en ciertos tumores humanos en comparacion con sus tejidos humanos normales
correspondientes, el polipéptido TAT113 sirve como excelente objetivo que puede aprovecharse

para el tratamiento terapéutico de dichos tumores en mamiferos.

EJEMPLO 2: AnAlisis en micromatriz para detectar la sobrerregulacion de polipéptidos TAT en

tumores cancerosos

Las micromatrices de acidos nucleicos, que a menudo contienen miles de secuencias génicas,
son utiles para identificar genes expresados de forma diferencial en tejidos enfermos en comparacién
con sus equivalentes normales. Mediante micromatrices de acidos nucléicos, se puede realizar la
transcripcion inversa y la marcacion de muestras de ARNm de prueba y control procedentes de
muestras histologicas de prueba y control para generar sondas de ADNc. A continuacién, las sondas

de ADNCc se hibridan en una matriz de 4cidos nucleicos inmovilizada en un soporte sélido. La matriz
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se configura de forma que se conozcan la secuencia y posicién de cada miembro de la matriz. Por
ejemplo, se puede disponer en matrices en un soporte sélido una seleccién de genes conocidos por
expresarse en ciertos estados de enfermedades. La hibridacién de una sonda marcada con un
miembro concreto de la matriz indica que la muestra de la que se derivé la sonda expresa ese gen. Si
la muestra de hibridacién de una sonda de una muestra de prueba (tejido enfermo) es mayor que la
muestra de hibridacién de una sonda de una muestra de control (tejido normal), entonces se
identifican el gen o los genes que se sobreexpresan en el tejido enfermo. La implicacion de este
resultado es que una proteina sobreexpresada en un tejido enfermo es 1til no sélo como marcador
diagnéstico para la presencia del estado de enfermedad sino también como objetivo terapéutico para
el tratamiento de dicho estado de enfermedad.

La metodologia de hibridacién de acidos nucleicos y la tecnologia de micromatrices son bien
conocidas en la materia. En el presente ejemplo, la preparacion especifica de acidos nucleicos para
hibridacién y sondas, los portaobjetos y las condiciones de hibridacion se detallan en la solicitud de
patente del PCT con numero de serie PCT/US01/10482, presentada el 30 de marzo de 2001, la cual
se incorpora en la presente memoria descriptiva a modo de referencia.

En el presente ejemplo, los tumores cancerosos derivados de diversos tejidos humanos se
estudiaron para determinar la expresion génica sobrerregulada con relacién a tumores cancersos de
diferentes clases tisulares y/o tejidos humanos no cancerosos en un intento de identificar esos
polipéptidos que se sobreexpresan en un tumor canceroso en particular. En ciertos experimentos, se
obtuvo tejido tumoral canceroso humano y tejido tumoral humano no canceroso de la misma clase
tisular (a menudo del mismo paciente) y se analizé para determinar la expresién de polipéptidos
TAT. Adicionalmente, se obtuvo tejido tumoral canceroso humano de cualquiera de diversos
tumores humanos diferentes y se compard con una muestra de control epitelial “universal” que se
preparé agrupando tejidos humanos no cancerosos de origen epitelial, incluyendo higado, rifién y
pulmén. El ARNm aislado de los tejidos epiteliales agrupados representa una mezcla de productos
génicos expresados de diversos tejidos epiteliales diferentes, proporcionando por tanto un excelente
control negativo con que comparar cuantitativamente los niveles de expresion génica en tumores de
origen epitelial. Los experimentos de hibridacién en micromatrices usando las muestras de control
agrupadas generaron un trazo lineal en un anlisis de 2 colores. La pendiente de la linea generada en
un analisis de 2 colores se utilizé entonces para normalizar las proporciones de (prueba:deteccién
del control) dentro de cada experimento. A continuacién, se compararon las proporciones
normalizadas de diversos experimentos y se usaron para identificar el agrupamiento de la expresion

génica. Asi, la muestra de “control universal” agrupada no s6lo permitié determinaciones eficaces
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de la expresién génica relativa en una comparacién simple entre 2 muestras sino también
comparaciones de multiples muestras en varios experimentos.

En los presentes experimentos, las sondas de acidos nucleicos derivadas de las secuencias de
acidos nucleicos que codifican polipéptidos TAT descritas en la presente memoria descriptiva se
utilizaron para la creacion de la micromatriz, y el ARN de varios tejidos tumorales se empled para la
hibridacién con ellas. Un valor basado en la relacién proporcion normalizada:proporcion
experimental se design6 como “proporcion de limite”. Sélo los valores superiores a esta proporcion
de limite se determinaron como significativos. La importancia de las proporciones se estimo a partir
de la cantidad de ruido o dispersion asociada a cada experimento, pero, habitualmente, se utiliz6 un
limite de proporcion de entre un 180 6 200% del valor original, o superior, para identificar los genes
candidatos relativamente sobreexpresados en muestras tumorales en comparacion con el tejido
normal correspondiente y/o el control universal epitelial normal agrupado. Las proporciones para los
genes identificados de esta forma como relativamente sobreexpresados en muestras tumorales
variaron entre un 200 y un 4.000% del valor original, o incluso més. Por comparacién, en un
experimento de control en que el mismo ARN se marcé con cada color y se hibridé consigo mismo,
en practicamente todos los genes con sefiales superiores al valor original, la proporcion observada es
significativamente inferior a un 180% de dicho valor original. Esto indica que el ruido experimental
por encima de una proporcién del 180% del valor original es extremadamente bajo, y un cambio
observado que lleve la proporcion a alcanzar ese umbral del 180% o superarlo es significativo y se
espera que represente una diferencia real, detectable y reproducible en la expresidn entre las
muestras analizadas y comparadas.

Los resultados de estos experimentos demostraron que el ARNm que codifica el polipéptido
TAT113 mostrado en la presente solicitud como SEQ ID NO:2 se sobreexpresa de forma
significativa (es decir, al menos en un 200%) en mas del 50% de las 75 muestras independientes de
tumor de colon humano probadas al compararlas con el tejido de colon humano normal y la muestra
de control epitelial agrupada. Estos datos también demuestran que la sobreexpresion observada es
significativa, detectable y reproducible en multiples muestras de tumor de colon humano al
compararlas con las muestras de colon humano normales homologas y la muestra de control epitelial
humana agrupada. Tal como se ha descrito anteriormente, estos datos demuestran que el polipéptido
TAT113 de la presente invencion y el acido nucleico que lo codifica son utiles no sélo como
marcadores para diagnosticar la presencia de tumores humanos de colon sino que también sirven

como objetivos terapéuticos potenciales para el tratamiento de esos tumores en humanos.
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EJEMPLO 3: Anélisis cuantitativo de la expresion de ARNm en un TAT

En este ensayo, se utilizé un ensayo de 5' nucleasa (por ejemplo, TagMan®) y una PCR
cuantitativa en tiempo real (por ejemplo, ABI Prizm 7700 Sequence Detection System® (Perkin
Elmer, Applied Biosystems Division, Foster City, CA)) para encontrar genes que se sobreexpresen
de forma significativa en un tumor canceroso en comparacion con otros tumores cancerosos o un
tejido normal no canceroso. La reaccién del ensayo de 5' nucleasa es una técnica fluorescente basada
en la PCR que aprovecha la actividad de 5' exonucleasa de la enzima Taq ADN polimerasa para
supervisar la expresion génica en tiempo real. Se utilizan dos cebadores de oligonucledtidos (cuyas
secuencias se basan en el gen o la secuencia EST de interés) para generar un amplicon tipico de una
reaccién PCR. Un tercer oligonucleétido, o sonda, se disefia para detectar la secuencia de
nucledtidos ubicada entre los dos cebadores de la PCR. The probe is non-extendible by Taqg DNA
polymerase enzyme, and is labeled with a reporter fluorescent dye and a quencher fluorescent dye.La
enzima Taq ADN polimerasa no puede alargar la sonda, la cual se marca con un colorante
fluorescente indicador y otro inhibidor. Cuando los dos colorantes estan juntos como lo estan en la
sonda, el colorante inhibidor inhibe cualquier emision inducida por laser del colorante indicador.
Durante la reaccion de amplificacion de 1a PCR, la enzima Taq ADN polimerasa escinde la sonda de
una forma que depende de la plantilla. Los fragmentos de sonda resultantes se disocian en solucion,
y la sefial del colorante indicador liberado no sufre el efecto de inhibicion del segundo fluoréforo.
Una molecula del colorante indicador se libera por cada nueva molécula sintetizada, y la deteccion
del colorante indicador no inhibido ofrece la base para la interpretacion cuantitativa y cualitativa de
los datos. Este ensayo es bien conocido y se utiliza rutinariamente en la materia para identificar de
forma cuantitativa las diferencias en la expresion génica entre dos muestras diferentes de tejido
humano, véase, por ejemplo, Higuchi y col., Biotechnology 10:413-417 (1992); Livak y col., PCR
Methods Appl., 4:357-362 (1995); Heid y col., Genome Res. 6:986-994 (1996); Pennica y col., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 95(25):14717-14722 (1998); Pitti y col., Nature 396(6712):699-703 (1998) y

Bieche y col., Int. J. Cancer 78:661-666 (1998). El procedimiento de la 5' nucleasa se lleva a cabo en
un dispositivo de PCR cuantativa en tiempo real como el sistema de deteccion de secuencias ABI
Prism 7700TM Sequence Detection. El sistema esta compuesto por un termovariador, un laser, una
camara con dispositivo de carga acoplada (CCD) y un ordenador. El sistema amplifica las muestras
en un formato de 96 pozos en un termovariador. Durante la amplificacidn, la sefial fluorescente
inducida por el laser se recoge en tiempo real a través de los cables de fibra dptica para todos los 96
pozos y se detecta en el CCD. El sistema incluye una aplicacién de software para operar el

instrumento y analizar los datos.
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El material de inicio para la exploracion fue ARNm aislado a partir de diversos tejidos
cancerosos diferentes. El ARNm se cuantifica de forma precisa, por ejemplo, por un medio
fluorométrico. Como control negativo, el ARN se aislé a partir de diversos tejidos normales de la
misma clase tisular que los tejidos cancerosos probados. Con frecuencia, las muestras tumorales se
comparan directamente con muestras normales “emparejadas” de la misma clase tisular, lo cual
significa que el tumor y las muestras normales se obtuvieron del mismo individuo.

Los datos del ensayo de 5' nucleasa se expresan inicialmente como Ct, o el ciclo umbral.
Esto se define como el ciclo en que la sefial indicadora se acumula por encima del nivel original de
fluorescencia. Los valores ACt se utilizan como medicion cuantitativa de la cantidad relativa de
copias de inicio de una secuencia objetivo en particular en una muestra de acidos nucleicos al
comparar los resultados del ARNm de un cancer con los del ARNm humano normal. Dado que una
unidad Ct corresponde a 1 ciclo de PCR o aproximadamente un aumento relativo del 200% con
relacion al valor normal, dos unidades corresponden a un aumento relativo del 400%, tres unidades
corresponden a un aumento relativo del 800%, etcétera, es posible medir cuantitativa y
cualitativamente el aumento relativo de la expresion del ARNm entre dos o mas tejidos diferentes. A
este respecto, se acepta en la materia que este ensayo es suficientemente sensible en su aspecto
técnico para detectar de forma reproducible un aumento al menos del 200% de la expresion del
ARNmMm en una muestra de tumor humano con relacién a un control normal.

Usando esta técnica, se determind que el ARNm que codifica el polipéptido TAT113
mostrado en la presente solicitud como SEQ ID NO:2 se sobreexpresa de forma significativa y
reproducible (es decir, al menos en un 200%) en todas las 9 muestras independientes de tumor de
colon humano al compararlo tanto con muestras de colon humano normal de diferentes donantes de
tejido humano como con diversas muestras de tumor de color humano normal “emparejadas”
derivadas del mismo donante de tejido humano que del que se derivaron las muestras tumorales. Por
tanto, tal como se ha descrito anteriormente, estos datos demuestran que el polipéptido TAT113 de
la presente invencion y el acido nucleico que lo codifica son utiles no sélo como marcadores para
diagnosticar la presencia de tumores humanos de colon sino que también sirven como objetivos

terapéuticos potenciales para el tratamiento de esos tumores en humanos.

EJEMPLO 4: Hibridacidn in situ

La hibridacidn in situ es una técnica potente y versatil para detectar y localizar las secuencias
de acidos nucleicos dentro de preparaciones celulares o tisulares. Puede resultar 1til, por ejemplo,

para identificar sitios de expresion génica, analizar la distribucién tisular de la transcripcion,
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identificar y localizar una infeccion viral, seguir los cambios en la sintesis especifica de ARNm y
contribuir en el mapeado de cromosomas.

La hibridacion in situ se realizé siguiendo una version optimizada del protocolo establecido
por Lu y Gillett, Cell Vision 1:169-176 (1994), empleando ribosondas marcadas con 3P y generadas
mediante PCR. En resumen, el proceso consistié en seccionar, desparafinar y desproteinizar en
proteinasa K (20 g/ml) tejidos humanos fijados en formalina e impregnados en parafina durante 15
minutos a 37 °C, tras lo cual siguieron procesandose para la hibridacion in situ tal como describen
Lu y Gillett, supra. Una ribosonda antisentido marcada con [*-P] UTP se gener6 a partir de un
producto de PCR y se hibrid6 a 55 °C a lo largo de toda la noche. Los portaobjetos se sumergieron
en emulsion de seguimiento nuclear Kodak NTB2 y se dejaron expuestos durante 4 semanas.
Sintesis de ribosondas de **P

6,0 pl (125 mCi) de **P-UTP (Amersham BF 1002, SA<2000 Ci/mmol) se secaron mediante

vacio por velocidad. A cada tubo que contenia **P-UTP secado, se afiadieron los siguientes
ingredientes:

5 tampones de transcripcion de 2,0 ul

1,0 ul de DTT (100 mM)

Mezcla de 2,0 ul de NTP (2,5 mM: 10 p; cada una de 10 mM de GTP, CTP y ATP + 10 ul
de H,O)

1,0 pul de UTP (50 uM)

1,0 pl de Rnasina

1,0 ul de plantilla de ADN (1ug)

1,0 pi de H,O

1,0 ul de polimerasa de ARN (para productos de PCR T3 = AS, T7 = S, normalmente)

Los tubos se incubaron a 37 °C durante una hora. Se afiadi6 1,0 ul de RQ1 DNasa, seguido
de una incubacién a 37 °C durante 15 minutos. Se afiadieron 90 ul de TE (10 mM de Tris con pH
7,6/1 mM de EDTA con pH 8,0), y la mezcla se vertié con pipeta sobre papel DE81. La solucién
restante se cargd en una unidad de ultrafiltracion Microcon-50 y se centrifugd usando el programa
10 (6 minutos). La unidad de filtracion se invirtid en un segundo tubo y se centrifugd usando el
programa 2 (3 minutos). Tras el centrifugado final de recuperacién, se afiadieron 100 ul de TE. 1 pl
del producto final se vertié con pipeta sobre papel DES81 y se incluy6 en 6 ml de Biofluor II.

La sonda se accion6 con un gel de TBE/urea. 1-3 ul de la sonda o 5 ul de ARN Mrk II se
afiadieron a 3 ul de tampdn de carga. Tras calentarla en un bloque calefactor a 95 °C durante 3

minutos, la sonda se colocé inmediatamente en hielo. Los pozos de gel se removieron con agua, la
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muestra se cargd y el sistema se puso en marcha a 180-250 voltios durante 45 minutos. El gel se
envolvid en plastico transparente adherente y se expuso a una pelicula de XAR con una pantalla
intensificadora en un congelador a -70 °C entre una hora y la noche entera.

Hibridacién de **P

A, Tratamiento previo de secciones congeladas

Los portaobjetos se retiraron del congelador, se colocaron en bandejas de aluminio y se
descongelaron a temperatura ambiente durante 5 minutos. Las bandejas se colocaron en un
incubador a 55 °C durante 5 minutos a fin de reducir la condensacién. Los portaobjetos se fijaron
durante 10 minutos en una solucion de paraformaldehido al 4% en hielo en la campana extractora y
se lavaron en 0,5 SSC durante 5 minutos a temperatura ambiente (25 ml de 20 SSC + 975 ml de SQ
H,0). Tras la desproteinizacion en 0,5 pg/ml de proteinasa K durante 10 minutos a 37 °C (12,5 ul
de reserva de 10 mg/ml en 250 ml de tampdn de ARNsa previamente calentado libre de RNasa), las
secciones se lavaron en 0,5 SSC durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las secciones se
deshidrataron en soluciones de etanol al 70, 95 y 100% durante 2 minutos cada una.

B. Tratamiento previo de secciones impregnadas en parafina

Los portaobjetos se desparafinaron, se colocaron en SQ H,O y se enjuagaron dos veces en 2
SSC a temperatura ambiente durante 5 minutos en cada ocasién. Las secciones se desproteinizaron
en 20 pg/ml de proteinasa K (500 pl de 10 mg/ml en 250 mi de tamp6n de ARNsa libre de RNasa, a
37 °C durante 15 minutos) — embrién humano, u 8 unidades de proteinasa K (100 ul en 250 ml de
tampén de Rnasa, a 37 °C durante 30 minutos) — tejidos en formalina. El posterior enjuague en 0,5
SSC y la deshidratacion se realizaron tal como se ha descrito anteriormente.

C. Hibridacion previa

Los portaobjetos se extendieron en una caja de plastico, alineados con tampén Box (4 SSC,
formamida al 50%) — papel de filtro saturado.

D. Hibridacién

Una sonda de 1,0 x 10° cpm y 1,0 ul de ARNt (reserva de 50 mg/ml) por portaobjetos se
calentaron a 95 °C durante 3 minutos. Los portaobjetos se enfriaron en hielo, y se afiadieron 48 ul de
tampon de hibridacion por portaobjetos. Tras la mezcla en el vortice, se afiadieron 50 pl de una
mezcla de **P a 50 ul de hibridacion previa en portaobjetos. Los portaobjetos se incubaron a lo largo
de toda la noche a 55 °C.

E. Lavados

El lavado se realizé en dos ocasiones durante 10 minutos con 2 SSC y EDTA a temperatura

ambiente (400 ml de 20 SSC + 16 ml de 0,25 M de EDTA, V=4L), seguido de un tratamiento con
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RNasaA a 37 °C durante 30 minutos (500 pl de 10 mg/ml en 250 ml de tampdn de Rnasa = 20
ug/ml). Los portaobjetos se lavaron 2 veces durante 10 minutos cada una de ellas con 2 SSC y
EDTA a temperatura ambiente. Las condiciones de rigor del lavado fueron las siguientes: 2 horas a
55 °C, 0,1 SSC, EDTA (20 ml de 20 SSC + 16 ml de EDTA, V=4L).

F. Oligonucledtidos

El analisis in situ se realiz6 en diversas secuencias de ADN detalladas en la presente
memoria descriptiva. Los oligonucledtidos empleados para estos analisis se obtuvieron para que
fuesen complementarios de los acidos nucleicos (o los complementos de los mismos) tal como se
muestra en las figuras que acompaifian al texto.

G. Resultados

Los analisis de hibridacion in situ se realizaron en el acido nucleico que codifica el
polipéptido TAT113 mostrado en la presente memoria descriptiva como SEQ ID NO:2. Los
resultados de estos analisis mostraron una expresion elevada del gen del TAT113 en 10 de 22
muestras independientes de cancer primario de colon humano y 6 de 9 muestras independientes de
cancer de colon metastasico analizadas. Por el contrario, no se observd una expresion detectable (o

significativamente inferior) del TAT113 en todas las muestras analizadas de tejido de colon normal.

EJEMPLO 5: Verificacion v andlisis de la expresion diferencial de polipéptidos TAT mediante
GEPIS

Los polipéptidos TAT que puedan haberse identificado como antigenos de tumores, tal como
se describe en uno o mas de los anteriores Ejemplos, se analizaron y verificaron de la siguienfe
manera: Se busco en una base de datos de ADN de sefializadores de secuencias expresadas (EST)
(LIFESEQ®, Incyte Pharmaceuticals, Palo Alto, CA), y se identificaron las secuencias EST
interesantes mediante GEPIS. El perfil de la expresion génica in silico (GEPIS) es una herramienta
bioinformatica desarrollada en Genentech, Inc. que caracteriza los genes de interés para nuevos
objetivos terapéuticos contra el cancer. El GEPIS aprovecha las grandes cantidades de secuencias
EST y la informacién disponible en bibliotecas para determinar los perfiles de expresion génica. El
GEPIS es capaz de determinar el perfil de la expresion de un gen sobre la base de su correlacién
proporcional con la cantidad de veces que aparezca en las bases de datos sobre EST, y funciona
integrando LIFESEQ®, una base de datos relacionales sobre EST, con la informacién patentada de
Genentech de una forma rigurosa y estadisticamente significativa. En este ejemplo, el GEPIS se
utiliza para identificar e intervalidar antigenos de tumores nuevos, aunque puede configurarse para

realizar analisis muy especificos o tareas de exploracién amplia. Para la exploracion inicial, €l
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GEPIS se usa para identificar secuencias EST en la base de datos LIFESEQ® que se correlacionan
en la expresién en un tejido o tejidos en particular de interés (a menudo un tejido tumoral de
interés). A continuacion, las secuencias EST identificadas en esta exploracién inicial (o secuencias
consenso obtenidas al alinear multiples secuencias EST relacionadas y superpuestas obtenidas de la
exploracién inicial) se sometieron a una exploracion destinada a identificar la presencia de al menos
un dominio transmembrana en la proteina codificada. Por ultimo, el GEPIS se empleo para generar
un perfil de expresion tisular completo para las diversas secuencias de interés. Usando esta clase de
herramientas bioinformaticas de exploracidn, se identificaron varios polipéptidos TAT (y las
moléculas de 4cidos nucleicos que los codifican) que se sobreexpresaban de forma significativa en
una clase particular de cancer o ciertos canceres en comparacion con otros canceres y/o tejidos no
cancerosos normales. La valoracion de los resultados positivos obtenidos a través del GEPIS se basa
en varios criterios, incluyendo, por ejemplo, la especifidad del tumor y el nivel de expresion en
tejidos normales esenciales y/o proliferativos.

Usando el analisis de expresion GEPIS descrito anteriormente, se determiné que €l ARNm
que codifica el polipéptido TAT113 mostrado en la presente memoria descriptiva como SEQ ID
NO:2 se sobreexpresa de forma significativa, reproducible y detectable en muestras de tumor
humano de colon en comparacion con el tejido de colon normal correspondiente. Como tal, el
polipéptido TAT113 mostrado en la presente memoria descriptiva como SEQ ID NO:2, y el 4cido
nucleico que lo codifica, son objetivos excelentes que pueden aprovecharse para determinar
cuantitativa y cualitativamente el nivel de expresién del polipéptido TAT113 mostrado en la
presente memoria descriptiva como SEQ ID NO:2, y el ARNm que lo codifica, en diversas muestras
de tejido de mamiferos, permitiendo por tanto realizar comparaciones cuantitativas y cualitativas
entre ellos. Por tanto, el polipéptido TAT113 mostrado en la presente memoria descriptiva como
SEQ ID NO:2 y el 4cido nucleico que lo codifica son objetivos excelentes que pueden aprovecharse
para diagnosticar un tumor en mamiferos. Ademas, dado que este analisis demuestra que el
polipéptido TAT113 se sobreexpresa de forma significativa, reproducible y detectable en ciertos
tumores humanos en comparacién con sus tejidos humanos normales correspondientes, el
polipéptido TAT113 sirve como excelente objetivo que puede aprovecharse para el tratamiento

terapéutico de dichos tumores en mamiferos.

EJEMPLOQ 6: Preparacion de anticuerpos que se unen a un TAT113

Las técnicas para producir anticuerpos monoclonales son conocidas en la materia y se

describen, por ejemplo en Goding, supra. Los inmunogenes que pueden emplearse incluyen
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polipéptidos TAT purificados, proteinas de fusién que contengan polipéptidos TAT y células que
expresen en su superficie polipéptidos TAT recombinantes. El experto en la materia puede
seleccionar el inmunogén sin excesiva experimentacion.

Los ratones, como los Balb/c, se inmunizan con el inmunogén de un TAT emulsionado en
adyuvante de Freund completo y se inyectan por via subcuténea o intraperitoneal en una cantidad
entre 1 y 100 microgramos. Como alternativa, el inmunogén se emulsiona en adyuvante MPL-TDM
(Ribi Immunochemical Research, Hamilton, MT) y se inyecta en las almohadillas plantares traseras
del animal. Los ratones inmunizados se refuerzan posteriormente a los 10-12 dias con inmunogén
adicional emulsionado en €l adyuvante seleccionado. A partir de entonces, y durante varias semanas,
los ratones también pueden reforzarse con inyecciones adicionales de inmunizacidén. Pueden
obtenerse muestras de suero periddicamente de los ratones mediante hemorragia retro-orbital para
realizar ensayos ELISA a fin de detectar anticuerpos anti-TAT.

Después de haberse detectado una titulacion adecuada de anticuerpo, los animales
“positivos” para los anticuerpos pueden recibir una inyeccion intravenosa final del TAT. Tres o
cuatro dias después, los ratones se sacrifican y se cultivan células del bazo. Las células del bazo se
fusionan a continuacién (utilizando polietilenglicol al 35%) con una linea celular seleccionada de
mieloma murino, como P3X63AgU.1, disponible en la ATCC, n° CRL 1597. Las fusiones generan
células de hibridoma que pueden colocarse después en placas de cultivo de tejido de 96 pozos con
medio HAT (hipoxantina, aminopterina y timinida) para inhibir la proliferacién de células no
fusionadas, hibridos de mieloma e hibridos de células del bazo.

Las células de hibridoma se exploran en un ensayo ELISA para determinar la reactividad
contra el TAT. La determinacién de células de hibridoma “positivas” que secreten los anticuerpos
monoclonales contra el TAT deseados es conocida en la materia.

Las células de hibridoma positivas pueden inyectarse por via intraperitoneal en ratones
Balb/c singeneicos a fin de producir ascitos que contengan los anticuerpos monoclonales anti-TAT.
Como alternativa, las células de hibridoma pueden desarrollarse en matraces o frascos rotativos para
cultivos tisulares. La purificacién de los anticuerpos monoclonales producidos en los ascitos puede
lograrse utilizando precipitacién en sulfato de amonio, seguida de cromatografia de exclusién en gel.
Como alternativa, puede utilizarse cromatografia de afinidad basada en la unién del anticuerpo a la
proteina A o G.

Empleando la técnica descrita anteriormente, se han generado 12 lineas celulares de
hibridoma separadas y distintas, cada una de las cuales produce anticuerpos monoclonales que se

unen al polipéptido TAT113 mostrado como SEQ ID NO:2. En la presente memoria descriptiva, se
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hace referencia a estas 12 lineas celulares de hibridoma como 12E5.1.1 (que produce el anticuerpo
monoclonal 12E5), 6G10.1.1 (que produce el anticuerpo monoclonal 6G10), 17C12.7.8 (que
produce el anticuerpo monoclonal 17C12), 1B5.1.3 (que produce el anticuerpo monoclonal 1B5),
6H10.3.11 (que produce el anticuerpo monoclonal 6H10), 17H5.25.1 (que produce el anticuerpo
monoclonal 17HS5), 15B6.4.1 (que produce el anticuerpo monoclonal 15B6), 11A12.3.2 (que
produce el anticuerpo monoclonal 11A12), 13A7.1.8 (que produce el anticuerpo monoclonal 13A7),
4D1.1.2.1 (que produce el anticuerpo monoclonal 4D1), 14A3.1.1 (que produce el anticuerpo
monoclonal 14A3) y 10F11.11.11.11 (que produce el anticuerpo monoclonal 10F11). Se ha
demostrado que los anticuerpos monoclonales producidos por estas 12 lineas de hibridoma se unen
al polipéptido TAT113 mostrado como SEQ ID NO:2 usando técnicas bien conocidas que se
emplean de forma rutinaria como el “Western blot”, el analisis ELISA, el andlisis de clasificacién
FACS de células que expresen el polipéptido TAT113 y/o el analisis inmunohistoquimico. De las 12
lineas de hibridoma que producen los anticuerpos monoclonales funcionales ant-TAT113, dos
(clones de hibridoma 12E5.1.1 y 6G10.1.1) se han depositado bajo los términos del Tratado de
Budapest en la American Tissue Type Collection (Coleccion Americana de Cultivos Tipo),

Manassas, VA, tal como se describe mas adelante con mayor detalle.

EJEMPLO 7: Anélisis de unidn competitiva y mapeado de epitopos

Los epitopos del TAT113 que estan unidos por los anticuerpos monoclonales descritos se

determinaron mediante analisis de unién competitiva estdndar (Fendly y col., Cancer Research

50:1550-1558 (1990)). Se realizaron estudios de bloqueo cruzado en anticuerpos mediante
fluorescencia directa en células PC3 intactas disefiadas para expresar TAT113 usando la méaquina de
exploracién PANDEX™ Screen Machine a fin de cuantificar la fluorescencia. Cada anticuerpo
monoclonal se conjugd con isotiocianato de fluoresceina (FITC), usando procedimientos

establecidos (Wofsy y col., Selected Methods in Cellular Immunology, pagina 287, Mishel and

Schiigi (eds.) San Francisco: W.J. Freeman Co. (1980)). Las monocapas confluyentes de células
PC3 que expresaban un TAT113 se tripsinizaron, se lavaron en una ocasién y se suspendieron de
nuevo a 1,75 x 10° células/ml en PBS frio que contenia albimina sérica bovina al 0,5% (BSA) y
NaNj3 al 0,1%. Se afiadi6 una concentracion final de particulas de latex al 1% (IDC, Portland, OR)
para reducir la coagulacion de las membranas de las placas de PANDEX™. Se afiadieron células en
suspension, 20 ul, y 20 ul de anticuerpos monoclonales purificados (entre 100 pg/mly 0,1 pg/ml) a
los pozos de las placas de PANDEX™ y se incubaron en hielo durante 30 minutos. Una dilucién

predeterminada de anticuerpos monoclonales marcados por FITC en 20 ul se afiadi6 a cada pozo, se
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incubd durante 30 minutos, se lavé y la fluorescencia se cuantificé mediante la maquina de
exploracion PANDEX™ Screen Machine. Se consideré que los anticuerpos monoclonales
compartian un epitopo si cada uno de ellos bloqueaba la unién del otro en un 40% o mas en
comparacién con un control de anticuerpos monoclonales irrelevantes y a la misma concentracion de

anticuerpos. En este experimento, los anticuerpos monoclonales 12ES5, 17C12, 1BS5, 6H10, 17HS,

15B6,11A12, 13A7,4D1, 14A3 y 10F11 se asignaron a los epitopos del TAT113 B, A,D,E,F, A,

B, A, A, Ay C, respectivamente. Utilizando este ensayo, cualquier experto corriente en la materia
puede identificar otros anticuerpos monoclonales que se unen al mismo epitopo que los descritos

anteriormentes.

EJEMPLO 8: Preparacién de anticuerpos conjugados con toxinas que se unen aun TAT113

El uso de conjugados anticuerpo-farmaco (ADC), es decir, inmunoconjugados, para la
administracion local de agentes citotoxicos o citostaticos, es decir, los farmacos que se utilizan para
matar o inhibir células tumorales en el tratamiento del cancer (Payne (2003) Cancer Cell 3:207-212;
Syrigos y Epenetos (1999) Anticancer Research 19:605-614; Niculescu-Duvaz y Springer (1997)
Adv. Drug Del. Rev. 26: 151 -172; patente de EE. UU. n® 4.975.278), permite administrar de forma

dirigida la porcion del fairmaco a tumores y da lugar a la acumulacién intracelular en éstos, donde la
administracion sistémica de estos agentes farmacoldgicos no conjugados puede resultar en niveles
inaceptables de toxicidad tanto para las células normales como las tumorales que se intentan

eliminar (Baldwin y col., (1986) Lancet (Mar. 15, 1986) paginas 603-05; Thorpe (1985) “Antibody

Carriers of Cytotoxic Agents in Cancer Therapy: A Review” en Monoclonal Antibodies ‘84:
Biological And Clinical Applications, Pinchera y col. (eds.), paginas 475-506). Se busca entonces la
maxima eficacia con la minima toxicidad. Los esfuerzos para disefiar y refinar los ADC se han
centrado en la selectividad de los anticuerpos monoclonales (Acsm), asi como las propiedades para
liberar y enlazarse con farmacos. Tanto los anticuerpos monoclonales como los policlonales se han

descrito como titiles en estas estrategias (Rowland y col., (1986) Cancer Immunol. Immunother.,

21:183-87). Algunos medicamentos empleados en estos métodos incluyen la daunomicina, la
doxorrubicina, el metotrexato y la vindesina (Rowland y col., (1986) supra). Entre las toxinas
empleadas en los conjugados anticuerpo-toxina se encuentran las toxinas bacterianas como la toxina
de la difteria, las toxinas vegetales como la ricina, las toxinas de molécula pequefia como la
geldanamicina (Mandler y col., (2000) J. of the Nat. Cancer Inst. 92(19):1573-1581; Mandler y col.
(2000) Bioorganic & Med. Chem. Letters 10:1025-1028; Mandler y col. (2002) Bioconjugate Chem.
13:786-791), maitansinoides (patente europea n® 1391213; Liu y col., (1996) Proc. Natl. Acad. Sci.
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USA 93:8618-8623) y caliqueamicina (Lode y col. (1998) Cancer Res. 58:2928; Hinman y col.
(1993) Cancer Res. 53:3336-3342).

Las técnicas para producir conjugados anticuerpo-farmaco mediante el enlace de toxinas con
anticuerpos purificados son bien conocidas y se emplean rutinariamente en la materia. Por ejemplo,
la conjugacién de un anticuerpo monoclonal purificado con la toxina DM1 puede conseguirse tal
como se indica a continuacién. Se realiza una derivacién del anticuerpo purificado con N-
succinimidil-4-(2-piridiltio)pentanoato para introducir los grupos de ditiopiridilo. El anticuerpo
(376,0 mg, 8 mg/ml) en 44,7 ml de 50 mM de tamp6n de fosfato de potasio (pH 6,5) que contiene 50
mM de cloruro de sodio y 1 mM de EDTA se trata con SPP (5,3 equivalentes molares en 2,3 ml de
etanol). Después de la incubacién durante 90 horas en argén a temperatura ambiente, la mezcla de
reaccién se filtra en gel a través de una columna Sephadex G25 equilibrada con 35 mM de citrato de
sodio, 154 mM de cloruro sédico y 2 mM de EDTA. Posteriormente, las fracciones que contienen
anticuerpos se agrupan y ensayan. Los anticuerpos SPP-Py (337,0 mg con grupos de 2-tiopiridina
liberables) se diluyen con los mencionados 35 mM de tampén de citrato de sodio, pH 6,5, a una
concentracidn final de 2,5 mg/ml. Luego se agrega DM1 (1,7 equivalentes, 16,1 moles) en 3,0 mM
de dimetilacetamida (DMA, 3% v/v en la mezcla de reaccion final) a la solucion del anticuerpo. Se
deja que la reaccién prosiga su curso a temperatura ambiente en argén durante 20 horas. Lareaccion
se carga en una columna Sephacryl S300 de filtracién en gel (5,0 cmx 90,0 cm, 1,77 1) equilibrada
con 35 mM de citrato de sodio y 154 mM de NaCl, pH 6,5. La tasa de flujo es de 5,0 ml/min, y se
toman 65 fracciones (de 20,0 ml cada una). Las fracciones se agrupan y ensayan, determinandose la
cantidad de moléculas del farmaco DM1 enlazadas por molécula de anticuerpo (p') a través de la
medicion de la absorcion a 252 nm y 280 nm.

Con fines ilustrativos, 1a conjugacion de un anticuerpo monoclonal purificado con la toxina
DM!1 también puede conseguirse tal como se indica a continuacién. Se realiza una derivacion del
anticuerpo purificado con (Succinimidil 4-(N-maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato (SMCC,
Pierce Biotechnology, Inc) para introducir el enlazador SMCC. El anticuerpo se trata a 20 mg/ml en
50 mM de fosfato de potasio/50 mM de cloruro sédico/2 mM de EDTA, pH 6,5 con 7,5 equivalentes
molares de SMCC (20 mM en DMSO, 6,7 mg/ml). Después de mezclar durante 2 horas en argon a
temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se filtra a través de una columna Sephadex G25
equilibrada con 50 mM de fosfato de potasio/50 mM de cloruro sédico/2 mM de EDTA, pH 6,5. Las
fracciones que contienen anticuerpos se agrupan y ensayan. Entonces, el anticuerpo SMCC se diluye
con 50 mM de fosfato de potasio/50 mM de cloruro sédico/2 mM de EDTA, pH 6,5 a una

concentracién final de 10 mg/ml, y se hace reaccionar con 10 mM de solucién de DM1 (1,7
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equivalentes asumiendo 5 SMCC/anticuerpo, 7,37 mg/ml) en dimetilacetamida. Se mezcla la
reaccion a temperatura ambiente en argén durante 16,5 horas. Luego se filtra lamezcla de reaccién
de la conjugacion a través de una columna Sephadex G25 de filtracién en gel (1,5 x 4,9 cm) con 1
PBS a un pH de 6,5. La proporcion DM1/anticuerpo (p) se mide posteriormente mediante la
absorcién a 252 nm y 280 nm.

Los farmacos citotdxicos se han conjugado tipicamente con anticuerpos a través de los
frecuentemente numerosos residuos de lisina del anticuerpo. También se ha conseguido la
conjugacion a través de grupos tiol presentes o introducidos mediante ingenieria en el anticuerpo de
interés. Por ejemplo, se han introducido residuos de cisteina en proteinas mediante técnicas de
ingenieria genética a fir de formar sitios de unién covalente para ligandos (Better y col. (1994) J.
Biol. Chem. 13:9644-9650; Bernhard y col. (1994) Bioconjugate Chem. 5:126-132; Greenwood y
col. (1994) Therapeutic Immunology 1:247-255; Tu y col. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci USA
96:4862-4867; Kanno y col. (2000) J. of Biotechnology, 76:207-214; Chmura y col. (2001) Proc.
Nat. Acad. Sci. USA 98(15):8480-8484; patente de EE.UU. n® 6.248.564). Una vez ya existe un

residuo de cisteina libre en el anticuerpo de interés, las toxinas pueden enlazarse con ese sitio. Como
ejemplo, los reagentes enlazadores de farmacos maleimidocaproil-monometil auristatina E
(MMARE), es decir, MC-MMAE, maleimidocaproil-monometil auristatina F (MMAF), es decir,
MC-MMAF, MC-val-cit-PAB-MMAE o MC-val-cit-PAB-MMAF, disueltos en DMSO, se diluyen
en acetonitrilo y agua a una concentracién conocida y se afiaden a un anticuerpo derivado de la
cisteina enfriado en una solucién salina tamponada de fosfato (PBS). Después de aproximadamente
una hora, se agrega un exceso de maleimido para inhibir la reaccion y cubrir cualquier grupo tiol del
anticuerpo que no haya reaccionado. La mezcla de reaccién se concentra mediante ultrafiltracion
centrifuga, y el anticuerpo conjugado con la toxina se purifica y se desalina por elucién con resina
G25 en PBS, se filtra a través de filtros de 0,2 m en condiciones estériles y se congela para su
almacenamiento. '

Ademas, una cisteina libre de un anticuerpo seleccionado puede modificarse por el reagente
bis-maleimido BM(PEQ)4 (Pierce Chemical), dejando un grupo maleimido sin reaccionar en la
superficie del anticuerpo. Esto puede lograrse disolviendo BM(PEO)4 en una mezcla de 50% de
etanol/agua a una concentracion de 10 mM, agregando un exceso molar multiplicado por diez a una
solucién que contenga anticuerpos en una solucion salina tamponada de fosfato a una concentracién
de aproximadamente 1,6 mg/ml (10 micromolar) y permitiendo que reaccione durante 1 hora. El
exceso de BM(PEO)4 se elimina por filtracién en gel en 30 mM de citrato, pH 6, con 150 mM de

tampé6n de NaCl. Un DM1 con un exceso molar multiplicado aproximadamente por 10 se disuelve
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en dimetil acetamida (DMA) y se agrega al intermediario anticuerpo-BMPEO. Asimismo, puede
emplearse dimetil formamida (DMF) para disolver el reagente de la porcién del firmaco. La mezcla
de reaccioén se deja reaccionar en una PBS a lo largo de toda noche antes de aplicar la filtracion en
gel o dialisis a fin de eliminar el formaco que no haya reaccionado. La filtracion en gel en las
columnas S200 en PBS se utiliza para eliminar los agregados de alto peso molecular y suministrar
conjugados anticuerpo purificado-BMPEO-DM1. .

Utilizando técnicas bien conocidas y rutinariamente empleadas descritas en la presente
memoria descriptiva y cualquier otra parte, se conjugd un anticuerpo monoclonal anti-TAT 12E5
(preparado tal como se describe en el anterior Ejemplo 6 y depositado en la ATCC tal como se
describe mas adelante) con MC-val-cit-PAB-MMAE. El anticuerpo conjugado con una toxina se

purificé y, en la presente memoria descriptiva, se le hace referencia como “12E5-MMAE”.

EJEMPLO 9: Ensayos de eliminacion de células in vitro

Pueden obtenerse células de mamiferos que expresen el polipéptido TAT de interés usando
vectores de expresién y técnicas de clonacion estandares. Alternativamente, muchas lineas celulares
tumorales que expresan polipéptidos TAT de interés estan publicamente disponibles, por ejemplo, a
través de la ATCC y se pueden identificar de forma rutinaria mediante anélisis ELISA o FACS
estandar. Los anticuerpos monoclonales anti-polipéptidos TAT (y derivados de los mismos
conjugados con toxinas) pueden entonces obtenerse en ensayos para determinar la capacidad del
anticuerpo para eliminar células que expresen polipéptidos TAT in vitro.

Con relacion especifica a la presente invencion, se creé mediante ingenieria una linea celular
derivada de PC3 que expresa de forma estable el polipéptido TAT113 en la superficie de sus células
(llamadas en la presente memoria descriptiva PC3-gD-MDP) usando técnicas estandar, y se
confirmé la expresion del polipéptido TAT113 por parte de las células PC3-gD-MDP utilizando
analisis estandar de clasificacién celular FACS, ELISA e inmunohistoquimicos. La capacidad del
anticuerpo monoclonal conjugado con MMAE, 12E5-MMAE, para causar la muerte de las células
PC3-gD-MDP se determiné usando un ensayo in vitro de eliminacién de células mediante el
siguiente protocolo (Boletin Técnico de Promega Corp. TB288; Mendoza y col., (2002) Cancer Res.
62:5485-5488):

1. Una alicuota de 50 ul de cultivo celular que contenga alrededor de 10* células (ya sean PC3-
gD-MDP o PC3 sin transfeccién que no expresen un TAT113) en medio de crecimiento se deposita
en cada pozo de una placa de paredes opacas y 96 pozos. Se disponen pozos de control adicionales

que contienen 50 ul de medio de crecimiento sin c€lulas.
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2. Los anticuerpos 12E5-MMAE, o un anticuerpo monoclonal anti-interleucina-8 conjugado
con MMAE que no se una aun TAT113, se afiaden a cada pozo en un volumen de 50 ul y a diversas
concentraciones que oscilan entre 0,0001 y 100 pg/ml, mientras que las placas se incuban a 37 °C
CO, al 5% durante 3 6 5 dias.

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

4. Se afiade un volumen del reagente de Viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo de
Promega Corp. igual al volumen del medio de cultivo celular presente en cada pozo, y las placas se

agitan durante 2 minutos en un agitador orbital a fin de inducir la lisis celular.

5. Las placas se incuban a temperatura ambiente durante 10 minutos para estabilizar la sefial de
luminiscencia.
6. La luminiscencia se registra en un luminémetro con Tropix Winglow Programand en

unidades RLU (unidades de luminiscencia relativa).

Los resultados obtenidos en el ensayo anteriormente descrito demuestran que el anticuerpo
12E5-MMAE es capaz de inducir la muerte de células que expresen el polipéptido TAT113 de una
forma que depende del anticuerpo. Més especificamente, ni el 12E5-MMAE ni el IL-8-MMAE
inducen un nivel significativo de muerte de células PC3 sin transfectar a concentraciones de
anticuerpos de 1 pg/ml e inferiores. A concentraciones de anticuerpos superiores a 1 pg/ml, la
cantidad de células PC3 sin transfectar muertas aumenta linealmente con la concentracién de
anticuerpos y lo hace de una forma que no depende del anticuerpo. Por tanto, parece que la muerte
de células PC3 sin transfectar a concentraciones de anticuerpos superiores a 1 yug/ml es un resultado
no especifico del aumento de los niveles de la toxina MMAE presente en la mezcla de reaccién y no
es una funcién de la especificidad de unién del anticuerpo empleado. No obstante, conrelacion a las
células PC3-gD-MDP que expresan de forma estable el polipéptido TAT113, si bien el IL-8-MMAE
induce la muerte celular con un patrén idéntico a la capacidad de ese anticuerpo para eliminar
células PC3 sin transfectar, el 12ES-MMAE induce un nivel significativo de eliminacién celular a
concentraciones de anticuerpos tan bajas como de 0,001 pug/ml. De hecho, a una concentracion de
anticuerpos de 1 pug/ml (donde el anticuerpo IL-8-MMAE no especifico paraun TAT113 no exhibe
un nivel significativo de eliminacién celular), el 12E5-MMAE précticamente mata todas las células

PC3-gD-MDP. Como tales, estos datos demuestran que el anticuerpo monoclonal 12ES5 se une al

polipéptido TAT113 ya que se expresa en la superficie celular y es capaz de inducir la muerte de

esas cé€lulas a las cuales se une.
En un segundo experimento, el ensayo anteriormente descrito se empleé para determinar la

capacidad del anticuerpo monoclonal 12E5-MMAE para matar in vitro células COLO205 derivadas
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de cancer de colon (células que los solicitantes han demostrado mediante andlisis de clasificacién
celular FACS que expresan el polipéptido TAT113). En concordancia con los resultados presentados
anteriormente para las lineas celulares derivadas de PC3, el IL-8-MMAE no comienza a exhibir un
nivel significativo de eliminacién de células COLO205 hasta que la concentracion de anticuerpos es
superior a 1 ug/ml, y dicho nivel aumenta linealmente con la concentracién de anticuerpos de una
forma que no depende del aﬁticuerpo. Sin embargo, el anticuerpo monoclonal 12E5-MMAE
comienza a inducir un nivel significativo de muerte de células COLO205 a concentraciones de
anticuerpos tan bajas como de 0,1 pg/ml. De hecho, a una concentracién de anticuerpos de 1 pig/ml
(donde el anticuerpo IL-8-MMAE no especifico paraun TAT113 no exhibe un nivel significativo de
eliminacién celular), se observa un nivel muy significativo de eliminacién de células COLO205

inducido por el 12E5-MMAE. Como tales, estos datos demuestran de nuevo que el anticuerpo

monoclonal 12ES5 se une al polipéptido TAT113 ya que se expresa en la superficie celular y es capaz

de inducir la muerte de esas células a las cuales se une.

EJEMPLO 10: Ensayo de eliminacion de células tumorales in vivo

A fin de probar la eficacia de los anticuerpos monoclonales anti-polipéptidos TAT
conjugados con toxinas o sin conjugar con relacion a la capacidad para inducir la muerte de celulas
tumorales in vivo, se puede emplear el siguiente protocolo.

En primer lugar, se debe inocular a un grupo de ratones atimicos desnudos, por via
subcuténea en la zona de la ijada, una dosis de 5 x 10° células promotoras del tumor que expresa el
polipéptido TAT. Cuando los tumores alcancen un volumen tumoral medio de entre 100 y 200 mm’,
los ratones quedaran agrupados a partes iguales en cinco grupos y se trataran de la siguiente manera:
Grupo 1 — vehiculo de control de PBS administrado una vez por semana durante 4 semanas;
Grupo 2 — anticuerpo de control no especifico administrado a 1 mg/kg, una vez a la semana durante
4 semanas;

Grupo 3 — anticuerpo de control no especifico administrado a 3 mg/kg, una vez a la semana durante
4 semanas;

Grupo 4 — anticuerpo anti-polipéptidos TAT especifico administrado a 1 mg/kg, una vez a la semana
durante 4 semanas;

Grupo 5 — anticuerpo anti-polipéptidos TAT especifico administrado a 3 mg/kg, una vez a la semana
durante 4 semanas.

El volumen tumoral medio puede entonces determinarse en los ratones de cada grupo de tratamiento

a intervalos periddicos, y también puede determinarse la eficacia de los anticuerpos.
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EJEMPLO 11: Uso de un TAT como sonda de hibridacién

El siguiente método describo el uso de una secuencia de nucleétidos que codifica un TAT
como sonda de hibridacién para, por ejemplo, diagnosticar la presencia de un tumor en un mamifero.

El ADN que comprende la secuencia codificadora de longitud completa o un TAT maduro,
tal como se detalla en la presente memoria descriptiva, puede emplearse también como sonda para
explorar los ADN homélogos (como los que codifican las variantes de un TAT que se producen de
forma natural) en bibliotecas de ADNc o genémicas de tejido humano.

La hibridacién y el lavado de los filtros que contienen cualquiera de las bibliotecas de ADN
se realizan bajo las siguientes condiciones de alta rigurosidad. La hibridacién de la sonda derivada
de un TAT radiomarcado con los filtros se efectiia en una solucién de formamida al 50%, 5 SSC,
SDS al 0,1%, pirofosfato de sodio al 0,1%, 50 mM de fosfato de sodio, pH 6,8, 2 porciones de
solucién de Denhardt y sulfato de dextrano al 10% a 42 °C durante 20 horas. El lavado de los filtros
se lleva a cabo en una solucién acuosa de 0,1 SSC y SDS al 0,1% a 42 °C.

Los ADN que tienen una identidad de secuencia deseada de los ADN que codifican un TAT
de secuencia nativa y longitud completa pueden entonces identificarse mediante técnicas estandar

conocidas en la materia.

EJEMPLO 12: Expresién de un TAT en E. coli

Este ejemplo ilustra la preparacién de una forma no glicosilada de un TAT mediante
expresion recombinante en E. coli.

La secuencia de ADN que codifica el TAT se amplifica inicialmente utilizando cebadores de
la PCR seleccionados. Los cebadores deberian contener sitios de enzimas de restriccién que se
correspondan con los sitios de enzimas de restriccién en el vector de expresién seleccionado. Se
pueden emplear diversos vectores de expresién. Un ejemplo de un vector apropiado es pBR322
(derivado de E. coli; véase Bolivar y col., Gene, 2:95 (1977)), que contiene genes para resistencia a
ampicilina y tetraciclina. El vector se digiere mediante una enzima de restriccion y se desfosforila.
Las secuencias amplificadas mediante PCR se ligan entonces al vector. El vector incluir,
preferentemente, secuencias que codifiquen un gen de resistencia a antibi6ticos, un promotor trp, un
lider polihis (incluidos los seis primeros codones STII, la secuencia polihis y el sitio de escision de
la enteroquinasa), la regién codificadora de un TAT, el terminador de la transcripcién lambda y un

gen argU.
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La mezcla del ligado se utiliza, entonces, para transformar una cepa seleccionada de E. coli
utilizando los métodos descritos en Sambrook y col., supra. Los transformadores se identifican por
su capacidad para cultivarse en placas LB y se seleccionan, entonces, colonias resistentes a
antibidticos. E1 ADN del plasmido se puede aislar y confirmar mediante andlisis de restriccion y
secuenciacion de ADN.

Se pueden cultivar, durante toda la noche, los clones seleccionados en un medio de cultivo
liquido, como caldo de LB enriquecido con antibidticos. Este cultivo se puede utilizar a
continuacién para inocular un cultivo de escala mas amplia. Entonces, se cultivan las células hasta
que alcancen la densidad dptica deseada, durante la cual se activa el promotor de expresion.

Tras cultivar las células durante varias horas mas, éstas se pueden recoger mediante
centrifugacion. El pellet de células obtenido mediante centrifugacion se puede solubilizar utilizando
diversos agentes conocidos en la materia, y la proteina solubilizada del TAT se puede purificar,
entonces, utilizando una columna quelante de metales en condiciones que permiten una estrecha
unio6n de la proteina.

El TAT se puede expresar en E. coli en una forma sefializada con poli-His, utilizando el
procedimiento que se describe a continuacién. EI ADN que codifica el TAT se amplifica
inicialmente utilizando cebadores de la PCR seleccionados. Los cebadores contendran sitios de
enzimas de restriccién que se correspondan con los sitios de enzimas de restriccion en el vector de
expresion seleccionado, y otras secuencias utiles que proporcionen un inicio de la traduccién eficaz
y seguro, una purificacién ripida en una columna quelante de metales y la extraccion proteolitica
con enteroquinasa. Las secuencias sefializadas con poli-His y amplificadas mediante PCR se ligan,
entonces, a un vector de expresion, que se utiliza para transformar un huésped E. coli basado en la
cepa 52 (W3110 fuhA(tonA) lon galE rpoHts(htpRts) clpP(laclq). Los transformadores se cultivan
primero en LB que contenga 50 mg/ml de carbenicilina a 30 °C con agitacién hasta alcanzar una
0.D.600 de 3-5. A continuacidn, se diluyen los cultivos entre 50 y 100 veces en un medio de cultivo
CRAP (preparado mediante la mezcla de 3,57 g de (NH4),SO4, 0,71 g de citrato sédico 2H20, 1,07
g de KCl, 5,36 g de extracto de levadura Difco, 5,36 g de hicasa SF de Sheffield en 500 ml de agua,
asi como 110 mM de MPOS, pH 7,3, glucosa al 0,55% (p/v) y 7 mM de MgSQy) y se cultivan
durante aproximadamente 20-30 horas a 30 °C con agitacién. Se retiran muestras para verificar la
expresion mediante analisis SDS-PAGE, y el cultivo en masa se centrifuga para obtener los pellets
de células. Estos se congelan hasta que se purifican y se repliegan.

Lapasta de E. coli obtenida de fermentaciones de entre 0,5 y 1 1 (pellets de 6-10 g) se vuelve

a suspender en 10 volumenes (w/v) en 7 M de guanidina y un tampén de 20 mM de Tris con pH 8.
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Se afiade sulfito sodico y tetrationato sodico s6lido para conseguir concentraciones finales de 0,1y
0,02 M, respectivamente, y la solucién se agita a lo largo de toda la noche a 4 °C. Este paso da como
resultado una proteina desnaturalizada con todos los residuos de cisteina bloqueados por
sulfitolizacion. La solucién se centrifuga 40.000 rpm en una ultracentrifuga Beckman durante 30
minutos. El sobrenadante se diluye con 3-5 volumenes de tampén en columna quelante de metales (6
M de guanidina, 20 mM de Tris, pH 7,4) y se filtra a través de filtros de 0,22 micrones para
clarificacién. El extracto clarificado se carga en una columna quelante de metales Ni-NTA de
Quiagen de 5 ml equilibrada en el tampdn en columna quelante de metales. La columna se lava con
un tamp6n adicional que contiene 50 mM de imidazola (Calbiochem, Utrol grade), pH 7,4. La
proteina se eluye con un tampdn que contiene 250 mM de imidazola. Las fracciones que contienen
la proteina deseada se agrupan y almacenan a 4 °C. La concentracion de proteinas se calcula por su
absorcién a 280 nm usando el coeficiente calculado de extincién sobre la base de su secuencia de
aminodacidos.

Las proteinas se repliegan mediante dilucion lenta de la muestra en un tampén recién
preparado para realizar repliegues, formado por: 20 mM Tris, pH 8.6, 0.3 M NaCl, 2.5 M urea, 5
mM cysteine, 20 mM glycine and 1 mM EDTA.20 mM de Tris, pH 8,6, 0,3 M de NaCl, 2,5 M de
urea, 5 mM de cisteina, 20 mM de glicina y 1 mM de EDTA. Se seleccionan los volimenes que se
plieguen de nuevo para que la concentracion final de proteinas sea de entre 50 y 100
microgramos/ml. La solucién de repliegue se agita suavemente a 4 °C durante 12-36 horas. La
adicion de TFA inhibe la reaccién de repliegue a una concentracién final del 0,4% (pH de
aproximadamente 3). Antes de seguir purificando més la proteina, la solucién se filtra a través de un
filtro de 0,22 micrones y se afiade acetonitrilo a una concentracion final de entre un 2 y un 10%. La
proteina replegada se somete a cromatografia en una columna de fase inversa Poros R1/H, utilizando
un tampén mévil de 0,1% de TFA con elucion con un gradiente de entre un 10 y un 80% de
acetonitrilo. Se analizan en geles de poliacrilamida con SDS las partes alicuotas de las fracciones
que absorban A280, y se agrupan las fracciones que contengan proteinas replegadas homogéneas.
Por lo general, las especies correctamente replegadas de la mayoria de las proteinas se eluyen a las
concentraciones mas bajas de acetonitrilo, puesto que dichas especies son las mas compactas con sus
interiores hidréfobos protegidos de la interaccion con la resina de fase inversa. Las especies
agregadas se suelen eluir a concentraciones mas elevadas de acetonitrilo. Ademas de resolver las
formas mal plegadas de proteinas de la forma deseada, el paso de la fase inversa también elimina las
endotoxinas de las muestras. Las fracciones que contienen el polipéptido TAT plegado deseado se

agrupan, y el acetonitrilo se elimina mediante un suave chorro de nitrégeno dirigido hacia la
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solucién. Las proteinas se formulan en 20 mM de Hepes, pH 6,8 con 0,14 M de cloruro sddico y un
4% de manitol mediante diélisis o filtracién en gel, utilizando resinas G25 Superfine (Pharmacia)

equilibradas en el tampén de la formulacion y con filtracién estéril.

EJEMPLO 13: Expresion de un TAT en células de mamiferos

Este ejemplo ilustra la preparaciéon de una forma potencialmente glicosilada de un TAT
mediante expresion recombinante en células de mamiferos.

El vector pRKS5 (véase la patente europea n® 307.247, publicada el 15 de marzo de 1989) se
emplea como vector de expresion. Opcionalmente, el ADN del TAT se liga a pRKS con enzimas de
restriccién seleccionadas para permitir la insercion del ADN del TAT utilizando métodos de ligado
como el descrito en Sambrook y col., supra. El vector resultante se llama pRKS5-TAT.

En una realizacion, las células huésped seleccionadas pueden ser células 293. Las células 293
humanas (ATCC CCL 1573) se desarrollan para confluir en placas de cultivo tisular en medios de
cultivo como DMEM enriquecido con suero fetal de ternero y, opcionalmente, nutrientes y/o
antibidticos. Se mezclan alrededor de 10 g de ADN de pRKS5-TAT con alrededor de 1 ug del ADN
que codifica el gen VA ARN [Thimmappaya y col., Cell, 31:543 (1982)] y se disuelven en 500 ug
de 1 mM de Tris-HCI, 0,1 mM de EDTA y 0,227 M de CaCl,. A esta mezcla se afiaden, gota a gota,
500 pl de 50 mM de HEPES (pH 7,35), 280 mM de NaCl, 1,5 mM de NaPO, y se deja que se forme
un precipitado durante 10 minutos a 25 °C. El precipitado se suspende y se afiade a las células 293 y
se deja reposar duante unas cuatro horas a 37 °C. Se aspira el medio de cultivo y se afiaden 2 ml de
glicerol al 20% en PBS durante 30 segundos. A continuacion, se lavan las células 293 con un medio
de cultivo libre de suero, se afiade un nuevo medio de cultivo y las células se incuban durante unos 5
dias.

Aproximadamente 24 horas después de las transfecciones, se extrae el medio de cultivo y se
sustituye por un medio de cultivo s6lo o uno que contenga 200 xCi/ml de 35S-cistefna y 200 uCi/ml
de ¥*S-metionina. Después de 12 horas de incubacién, el medio condicionado se recoge, se concentra
en un filtro rotatorio y se carga en un gel con SDS al 15%. El gel procesado puede secarse y
exponerse para que forme una pelicula durante un periodo de tiempo seleccionado a fin de revelar la
presencia del polipéptido TAT. Los cultivos que contienen células transfectadas pueden someterse a
una nueva incubacién (eri un medio de cultivo libre de suero) y el medio de cultivo se analiza
mediante bioensayos seleccionados. |

En una técnica alternativa, el TAT puede introducirse en células 293 utilizando de forma

transitoria el método de sulfato de dextrano descrito por Somparyrac y col., Proc. Natl. Acad. Sci.,
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12:7575 (1981). Las células 293 se desarrollan hasta su densidad méxima en un matraz giratorio y se
afiaden 700 pug de ADN de pRKS-TAT. Las células se concentran primero desde el matraz giratorio
mediante centrifugacién y se lavan con PBS. El precipitado ADN-dextrano se incuba en el pellet de
células durante 4 horas. Las células se tratan con glicerol al 20% durante 90 segundos, se lavan con
un medio de cultivo tisular y se introducen de nuevo en el matraz giratorio que contiene medio de
cultivo tisular, 5 ug/ml de insulina bovina y 0,1 ug/ml de transferrina bovina. Después de unos 4
dias, los medios condicionados se centrifugan y filtran para extraer células y los desechos. La
muestra que contiene el TAT expresado se puede entonces concentrar y purificar mediante cualquier
método seleccionado, como dialisis y/o cromatografia en columna.

En otra realizacién, el TAT se puede expresar en células CHO. El pRKS-TAT se puede
transfectar en células CHO utilizando reagentes conocidos como CaPO4 o0 DEAE-dextrano. Tal
como se ha descrito anteriormente, los cultivos celulares se pueden incubar y el medio se puede
sustituir por medio de cultivo s6lo o uno que contenga un radiomarcador como 35S-metionina. Tras
determinar la presencia del polipéptido TAT, el medio de cultivo puede ser sustituido por un medio
de cultivo sin suero. Preferentemente, los cultivos se incuban durante unos 6 dias y, luego, se recoge
el medio condicionado. El medio que contiene el TAT expresado se puede entonces concentrar y
purificar utilizando cualquier método seleccionado.

El TAT sefializado con epitopos puede expresarse también en células huésped CHO. E1 TAT
se puede subclonar a partir del vector pRKS5. El subclén insertado puede someterse a una PCR para
fusionarse en la estructura con un sefializador del epitopo seleccionado, como un sefializador poli-
his en un vector de expresién de Baculovirus. El TAT sefializado con poli-his insertado se puede
subclonar entonces en un vector dirigido por SV40 que contenga un marcador de seleccion como
DHFR para la seleccién de clones estables. Por ultimo, las células CHO se pueden transfectar (tal
como se ha descrito anteriormente) con el vector dirigido por SV40. Se puede llevar a cabo la
marcacion, tal como se ha descrito anteriormente, para verificar la expresién. El medio de cultivo
que contenga el TAT sefializado con poli-His expresado se puede entonces concentrar y purificar
mediante cualquier método seleccionado, como cromatografia de afinidad con Ni2+-que1ato.

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

La expresion estable en células CHO se realiza utilizando el procedimiento que se indica a
continuacién. Las proteinas se expresan como una construccién de IgG (inmunoadhesina), en que las

secuencias codificadoras para las formas solubles (por ejemplo, los dominios extracelulares) de las
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proteinas respectivas se fusionan con una secuencia de la region constante de [gG1 que contiene los
dominios bisagra, CH2 y CH2 y/o es una forma sefializada con poli-His.

Tras la amplificacién mediante PCR, los ADN respectivos se subclonan en un vector de
expresién de CHO utilizando técnicas estandar como se describe en Ausubel y col., Current

Protocols of Molecular Biology, Unidad 3.16, John Wiley and Sons (1997). Los vectores de

expresién de CHO se construyen para que tengan sitios de restriccién compatibles 5'y 3' del ADN
de interés, con el fin de permitir la entrada y salida cémoda de los ADNc. La expresién usada por el

vector en células CHO es la descrita en Lucas y col., Nucl. Acids Res. 24:9 (1774-1779 (1996), y

utiliza el promotor temprano/potenciador de SV40 para dirigir la expresién del ADNc de interes y la
dihidrofolato reductasa (DHFR). La expresién de la DHFR permite la seleccion de un
mantenimiento estable del plasmido tras la transfeccion.

Se introducen 12 microgramos del ADN del plasmido deseado en aproximadamente 10
millones de células CHO utilizando reagentes para transfeccion comercializados como
SUPERFECT!® (Quiagen), DOSPER® 0 FUGENE® (Boehringer Mannheim). Las células se cultivan
como se describe en Lucas y col., supra. Se congelan aproximadamente 3 x 107 células en una
ampolla para su posterior cultivo y produccién tal como se describe a continuacion.

Las ampollas que contienen €]l ADN del plasmido se descongelan colocandolas en un bafio
de agua y se mezclan mediante agitacién en un vértice. El contenido se transfiere con pipeta a un
tubo de centrifugado que contiene 10 ml de medio de cultivo y se centrifuga a 1.000 rpm durante 5
minutos. El sobrenadante se aspira, y las células se suspenden de nuevo en 10 ml de medio selectivo
(0,2 um de PS20 filtrado con 0,2 um de suero fetal bovino diafiltrado al 5%). Luego, las células se
separan en partes alicuotas en un matraz rotatorio de 100 ml que contenga 90 ml de medio selectivo.
Tras 1-2 dias, las células se transfieren a un matraz rotatorio de 250 ml lleno de 150 ml de medio de
cultivo selectivo y se incuban a 37 °C. Después de otros 2-3 dias, se siembran matraces rotatorios de
250, 500 y 2.000 ml con 3 x 10° células/ml. El medio celular se cambia por un medio nuevo
mediante centrifugacién y resuspensién en el medio de produccién. Aunque se puede utilizar
cualquier medio CHO apropiado, se puede utilizar en realidad un medio de produccion descrito en la
patente de EE.UU. n° 5.122.469, publicada el 16 de junio de 1992. Se siembra un matraz rotatorio de
produccion de 3 mlcon 1,2 x 10° células/ml. El dia 0, se determina el pH de las células. El dia 1, se
toman muestras del matraz rotatorio y se inicia la extraccion con aire filtrado. El dia 2, se toman
muestras del matraz, se modifica la temperatura a 33 °C y se toman 30 ml de 500 gr/l de glucosa y
0,6 ml de antiespuma al 10% (por ejemplo, emulsién de polidimetilsiloxano al 35%, emulsion

homologada para uso médico Dow Corning 365). Durante todo el proceso de produccion, se va
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ajustando el pH segiin sea necesario para mantenerlo en torno a 7,2. Después de 10 dias, o hasta que
la viabilidad caiga por debajo del 70%, el cultivo celular se recoge mediante centrifugacién y se
filtra a través de un filtro de 0,22 pm. El producto resultante de la filtracion se almacené a4 °C o se
carg6 inmediatamente en columnas para su purificacion.

Para las construcciones sefializadas con poli-His, las proteinas se purifican utilizando una
columna Ni-NTA (Qiagen). Antes de la purificacion, se afiade imidazola al medio condicionado a
una concentracién de 5 mM. El medio condicionado se bombea en una columna Ni-NTA de 6 ml
equilibrada en un tampén de 20 mM de Hepes, pH 7,4, que contiene 0,3 M de NaCl y 5 mM de
imidazola a una tasa de flujo de 4-5 mi/min a 4 °C. Tras la carga, se lava la columna con tampdn de
equilibrio adicional y se eluye la proteina con tampén de equilibrio que contiene 0,25 M de
imidazola. La proteina altamente purificada se desaliniza entonces en un tampén de almacenamiento
que contiene 10 mM de Hepes, 0,14 M de NaCl y manitol al 4%, pH 6,8, con una columna G25
Superfine (Pharmacia) de 25 ml y se almacena a -80 °C.

Las construcciones de inmunoadhesina (que contienen Fc) se purifican del medio
condicionado tal como se indica a continuacién. El medio condicionado se bombea en una columna
con 5 ml de Proteina A (Pharmacia) que se ha equilibrado en un tampdn de 20 mM de fosfato de
sodio, pH 6,8. Tras la carga, la columna se lava a fondo con un tampén de equilibrio antes de la
elucién con 100 mM de 4cido citrico, pH 3,5. La proteina eluida se neutraliza inmediatamente
recogiendo fracciones de 1 ml en tubos que contienen 275 uL de un tampén de 1 M de Tris, pH 9.
La proteina altamente purificada se desaliniza a continuacién en un tampén de almacenamiento
como se ha descrito anteriormente para las proteinas sefializadas con poli-His. La homogeneidad se
evaliia mediante geles de poliacrilamida en SDS y mediante secuenciacién de aminoécidos en el

extremo N-terminal por degradacién de Edman.

EJEMPLO 14: Expresion de un TAT en levadura

El método siguiente describe la expresion recombinante de un TAT en levadura.

En primer lugar, se forman los vectores de expresion de la levadura para la produccion
intracelular o secrecién de un TAT a partir del promotor de ADH2/GAPDH. E1 ADN que codifica el
TAT y el promotor se insertan en sitios adecuados de enzimas de restriccion en el plasmido
seleccionado a fin de dirigir la expresién intracelular del TAT. Para la secrecion, €l ADN que
codifica el TAT puede clonarse en el pldsmido seleccionado, junto con el ADN que codifica el

promotor de ADH2/GAPDH, un péptido de sefial de un TAT nativo u otros péptidos de sefial de
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mamiferos, o, por ejemplo, un factor alfa de la levadura o una secuencia lider/de sefial de secrecion
de la invertasa y secuencias enlazadoras (si fuesen necesarias) para la expresion del TAT.

Las células de levadura, como la cepa de levadura AB110, pueden entonces transformarse
con los plasmidos de expresion descritos anteriormente y cultivarse en un medio de fermentacion
seleccionado. Los sobrenadantes de levadura transformados pueden analizarse por precipitacion con
4cido tricloroacético al 10% y separacién mediante SDS-PAGE, seguido de una tincion de los geles
con tinte azul de Coomassie.

El TAT recombinante puede aislarse y purificarse posteriormente retirando las células de
levadura del medio de fermentacién mediante centrifugacion y después concentrando el medio a
través de filtros con cartucho seleccionados. El concentrado que contiene el TAT puede purificarse

aun mas usando resinas de cromatografia en columna seleccionadas.

EJEMPLO 15: Expresién de un TAT en células de insectos infectadas con Baculovirus

El método siguiente describe la expresion recombinante de un TAT en células de insectos
infectadas con Baculovirus.

La secuencia codificadora para el TAT se fusiona en la zona ascendente de un sefializador de
epitopos incluido en el vector de expresién de un baculovirus. Estos sefializadores de epitopos
incluyen sefializadores poli-his y de inmunoglobulina (como las regiones Fc de la IgG). Se pueden
emplear diversos plasmidos, incluyendo los derivados de plasmidos comercializados como pVL1393
(Novagen). En resumen, la secuencia que codifica el TAT o la porcién deseada de la secuencia
codificadora del TAT, como la secuencia que codifica un dominio extracelular de una proteina
transmembrana o la que codifica la proteina madura si ésta es extracelular, se amplifica mediante
PCR con cebadores complementarios de las regiones 5' y 3'. El cebador de la posicion 5' puede
incorporar sitios laterales de enzimas de restriccion (seleccionadas). El producto se digiere entonces
con esas enzimas de restriccidn seleccionadas y se subclona en el vector de expresion. -

El baculovirus recombinante se genera cotransfectando el plasmido anterior y el ADN del
virus BACULOGOLD™ (Pharmingen) en células (ATCC CRL 1711) de Spodoptera frugiperda
(“S9”") usando lipofectina (comercializada por GIBCO-BRL). Después de 4 6 5 dias de incubacion a
28 °C, los virus liberados se recogen y se utilizan para realizar mas amplificaciones. La infeccion
viral y la expresion proteinica se llevan a cabo tal como describen O'Reilley y col., Baculovirus

expression vectors: A Laboratory Manual, Oxford: Oxford University Press (1994).

El TAT sefializado con poli-His expresado puede entonces purificarse, por ejemplo,

mediante cromatografia de afinidad con Ni**-quelato tal como se indica a continuacién. Los
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extractos se preparan a partir de células Sf9 infectadas con virus recombinante tal como describen
Rupert y col., Nature, 362:175-179 (1993). En resumen, las células Sf9 se lavan, se vuelven a
suspender en tampén de sonicacion (25 mL de Hepes, pH 7,9; 12,5 mM de MgCly; 0,1 mM de
EDTA,; glicerol al 10%; NP-40 al 0,1%; 0,4 M de KCl) y se sonican dos veces en hielo durante 20
segundos. Los sonicados se aclaran por centrifugacion, y el sobrenadante se diluye 50 veces en un
tampén de carga (50 mM de fosfato, 300 mM de NaCl, glicerol al 10%, pH 7,8) y se filtra a traves
de un filtro de 0,45 pm. Se prepara una columna de Ni**-NTA agarosa (comercializada por Qiagen)
con un volumen de poso de 5 ml, se lava con 25 ml de agua y se equilibra con 25 ml de un tamp6n
de carga. El extracto celular filtrado se carga en la columna a razén de 0,5 ml por minuto. La
columna se lava con un tampén de carga para alcanzar el valor de referencia inicial Asg, €n cuyo
punto comienza la recogida de fracciones. A continuacion, la columna se lava en un tampon de
lavado secundario (50 mM de fosfato; 300 mM de NaCl, glicerol al 10%, pH 6,0), que eluye la
proteina unida de forma no especifica. Tras alcanzar de nuevo el valor de referencia inicial Aygg, la
columna se desarrolla con un gradiente de entre 0 y 500 mM de imidazola en el tampén de lavado
secundario. Se recogen fracciones de 1 m! y se analizan mediante SDS-PAGE y tincién de plata o
“Western blot” con alcalina fosfatasa conjugada con Ni?*-NTA (Qiagen). Las fracciones que
contienen el TAT eluido sefializado con His)o se agrupan y dializan con el tampo6n de carga.
Alternativamente, la purificacién del TAT sefializado con IgG (o Fc) se puede realizar
usando técnicas conocidas de cromatografia, incluyendo por ejemplo cromatografia en columnas de

proteina A o G.

EJEMPLO 16: Purificacién de polipéptidos TAT usando anticuerpos especificos

Los polipéptidos TAT nativos o recombinantes pueden purificarse mediante diversas
técnicas estandar en la materia de purificacion proteinica. Por ejemplo, un polipéptido pro-TAT, un
polipéptido TAT maduro o un polipéptido pre-TAT puede purificarse por cromatografia de
inmunoafinidad usando anticuerpos especificos para el polipéptido TAT de interés. En general, se
construye una columna de inmunoafinidad emparejando de forma covalente el anticuerpo anti-
polipéptido TAT con una resina cromatografica activada.

Se preparan inmunoglobulinas policlonales a partir de sueros inmunes bien por precipitacién
con sulfato de amonio o purificacién en proteina A inmovilizada (Pharmacia LKB Biotechnology,
Piscataway, N.J.). De forma similar, se preparan anticuerpos monoclonales a partir de fluido de
ascitos de ratones por precipitacion con sulfato de amonio o cromatografia en proteina A

inmovilizada. Se afiade de forma covalente inmunoglobulina parcialmente purificada a una resina
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cromatografica como SEPHAROSE™ activada con CnBr (Pharmacia LKB Biotechnology). El
anticuerpo se empareja con la resina, ésta se bloquea y la resina derivada se lava de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Dicha columna de inmunoafinidad se utiliza en la purificacién de un polipéptido TAT
preparando una fraccion de células que contengan el polipéptido TAT en una forma soluble. Esta
preparacidn se deriva por solubilizacién de toda la célula o una fraccidn subcelular obtenida a través
de centrifugacién diferencial mediante la adicion de detergente o por otros métodos bien conocidos
en la materia. Alternativamente, el polipéptido TAT soluble que contiene una secuencia de sefial
puede secretarse en cantidades tiles en el medio donde se desarrollan las células.

Se traspasa a la columna de inmunoafinidad una preparacion soluble que contiene el
polipéptido TAT, y la columna se lava en condiciones que permitan la absorcion preferencial del
polipéptido TAT (por ejemplo, tampones de alta potencia idnica en presencia de detergente).
Entonces, la columna se eluye en condiciones que interrumpan la unién del anticuerpo y el
polipéptido TAT (por ejemplo, un tampdn con un pH bajo, aproximadamente de 2-3, o una

concentracion alta de un caotropo como un ién de urea o tiocianato), y el polipéptido TAT se recoge.

Depdsito de materiales

Los siguientes materiales se han depositado en la American Type Culture Collection
(Coleccién Americana de Cultivos Tipo), 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209,
EE.UU. (ATCC):

Tabla 7
Material N° de depdsito en la ATCC Fechade
deposito
Linea celular de hibridoma 12E5.1.1 PTA-6625 3 de marzo de 2005
Linea celular de hibridoma 6G10.1.1 PTA-6623 3 de marzo de 2005

Estos depdsitos se realizaron de acuerdo con las disposiciones del Tratado de Budapest sobre
el Reconocimiento internacional del depdsito de microorganismos para el procedimiento en materia
de patentes y las regulaciones del mismo (Tratado de Budapest). Esto asegura el mantenimiento de
un cultivo viable del depésito durante 30 afios a partir de la fecha de depésito. La ATCC pondra a
disposicién los depdsitos segiin los términos del Tratado de Budapest y con sujecién a un acuerdo
entre Genentech, Inc. y la ATCC, que garantiza la disponibilidad permanente e ilimitada al publico
de la progenie del cultivo del depdsito una vez concedida la patente de EE.UU. pertinente o una vez
que se haga publica cualquier solicitud de patente de EE.UU. o extranjera, lo que ocurra primero, y

asegura la disponibilidad de 1a progenie a la persona que determine el Comisionado de Patentes y
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Marcas Registradas de EE.UU. para que tenga derecho a la misma, en funcidn del articulo 122 del
Titulo 35 del Cédigo de EE.UU. (35 USC § 122) y las normas del Comisionado de acuerdo con lo
anterior (incluyendo el articulo 1.14 del Titulo 37 del Cédigo de Normas Federales (37 CFR § 1.14),
con especial referencia a 886 OG 638).

El cesionario de la presente solicitud ha acordado que, en caso de que un cultivo de los
materiales en depdsito muera, se pierda o se destruya mientras se cultiva en condiciones adecuadas,
los materiales se reemplazardn de inmediato por otros iguales una vez notificados los hechos. La
disponibilidad de los materiales depositados no debe interpretarse como una licencia para practicar
la invencidn contraviniendo los derechos otorgados por la autoridad de cualquier gobierno, de
acuerdo con sus leyes de patentes. '

Se considera que lo expuesto hasta el momento en la presente memoria descriptiva es
suficiente para permitir que un experto en la materia practique la invencién. La presente invencion
no tiene un 4mbito de aplicacion limitado por la construccion depositada, dado que el objetivo de la
realizacion depositada es ilustrar determinados aspectos de la invencién y cualquier construccion
funcionalmente equivalente esta dentro del ambito de aplicacion de esta invencion. El depdsito de
material de la presente memoria descriptiva no constituye reconocimiento alguno de que la
descripcion escrita contenida en la misma no sea suficiente para permitir la practica de cualquier
aspecto de la invencién, incluyendo el mejor modo de la misma, ni se interpretard de forma que
limite el 4&mbito de aplicacién de las reivindicaciones para las ilustraciones especificas que
representa. De hecho, varias modificaciones de la invencion, ademas de las mostradas y descritas en
la presente memoria descriptiva, serdn evidentes para los expertos en la materia a partir de la
descripcion anterior y se encuentran dentro del 4mbito de aplicacién de las reivindicaciones

incluidas mas adelante.
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CAPITULO
REIVINDICATORIO
PRESENTADO EN FASE

LAS REIVINDICACIONES SON: NACIONAL

1. Acido nucleico aislado que comprende:

(a) una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de amino4cidos mostrada como
SEQ ID NO:2;

(b) una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada como
SEQ ID NO:2, careciendo de su péptido de sefial asociado;

(c) una secuencia de nucledtidos que codifica un dominio extracelular del polipéptido
mostrado como SEQ ID NO:2;

(d) 1a secuencia de nucle6tidos mostrada como SEQ ID NO:1;

() la regién codificadora de longitud completa de la secuencia de nucleétidos mostrada
como SEQ ID NO:1; 0

(f) el complemento de (a), (b), (c), (d) o (e).

2. Un vector de expresion que comprende el acido nucleico de la Reivindicacion 1.

3. El vector de expresion de la Reivindicacion 2, donde dicho 4cido nucleico se enlaza

de forma operable para controlar secuencias reconocidas por una célula huésped transformada con el

vector.
4. Una célula huésped que contiene el vector de expresion de la Reivindicacién 2.
5. La célula huésped de la Reivindacion 4, que es de CHO, E. coli o levadura.
6. Un proceso para producir un polipéptido que consiste en cultivar la célula huésped de

la Reivindicacién 4 bajo condiciones adecuadas para la expresion de dicho polipéptido y recuperar a

éste del cultivo celular.
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FIGURA 1
GGCGTGGGAGCTGCCTAGGCCGGGCCCTGCCAGGGAGCAAGTCTGCATCGCAGAGGCC
AGGGCAGAGTGGCTCCTCACAGCCTGAAGCTCATCCTTCTGCACGGGCCAGCCAGGCC
AGCACAGAGGCACCAGGGCAGCAGTGCACACAGGTCCCCGGGGACCCCACCATGTGG
AGCGGATGGTGGCTGTGGCCCCTTGTGGCCGTCTGCACTGCAGACTTCTTTCGGGACGA
GGCAGAGAGGATCATGAGGGACTCCCCTGTCATTGATGGGCACAATGACCTCCCCTGG
CAGCTGCTGGATATGTTCAACAACCGGCTGCAGGACGAGAGGGCCAACCTGACCACCT
TGGCCGGCACACACACCAACATCCCCAAGCTGAGGGCCGGCTTTGTGGGAGGCCAGTT
CTGGTCCGTGTACACGCCCTGCGACACCCAGAACAAAGACGCCGTGCGGAGGACGCTG
GAGCAGATGGACGTGGTCCACCGCATGTGCCGGATGTACCCGGAGACCTTCCTGTATGT
CACCAGCAGTGCAGGCATTCGGCAGGCCTTCCGGGAAGGGAAGGTGGCCAGCCTGATC
GGCGTGGAGGGCGGCCACTCCATTGACAGCAGTTTGGGCGTCCTGCGGGCACTCTATCA
GCTGGGCATGCGGTACCTGACCCTCACCCACAGCTGCAACACGCCCTGGGCTGACAACT
GGCTGGTGGACACGGGAGACAGCGAGCCCCAGAGCCAAGGCTTGTCACCCTTTGGGCA
GCGTGTGGTGAAGGAGCTGAACCGTCTGGGGGTCCTCATCGACTTGGCTCACGTGTCTG
TGGCCACCATGAAGGCCACCCTGCAGCTGTCCAGAGCCCCGGTCATCTTCAGCCACTCC
TCGGCCTACAGCGTGTGCGCAAGCCGGCGCAACGTGCCTGACGACGTCCTGAGGCTGG
TGAAACAGACAGACAGCCTGGTGATGGTGAACTTCTACAACAATTACATTTCCTGCACC
AACAAGGCCAACCTGTCCCAAGTGGCCGACCATCTGGATCACATCAAGGAGGTGGCAG
GAGCCAGAGCCGTGGGTTTTGGTGGGGACTTTGATGGTGTTCCAAGGGTCCCTGAGGGG
CTGGAGGACGTCTCCAAGTATCCAGACCTGATCGCTGAGCTGCTCAGGAGGAACTGGA
CGGAGGCGGAGGTCAAGGGCGCACTGGCTGACAACCTGCTGAGGGTCTTCCAGGCTGT
GGAACAGGCCAGCAACCTCACACAGGCTCCCGAGGAGGAGCCCATCCCGCTGGACCAG
CTGGGTGGCTCCTGCAGGACCCATTACGGCTACTCCTCTGGGGCTTCCAGCCTCCATCG
CCACTGGGGGCTCCTGCTGGCCTCCCTCGCTCCCCTGGTCCTCTGTCTGTCTCTCCTGTG
AAACCTGGGAGACCAGAGTCCCCTTTAGGGTTCCCGGAGCTCCGGGAAGACCCGCCCA
TCCCAGGACTCCAGATGCCAGGAGCCCTGCTGCCCACATGCAAGGACCAGCATCTCCTG
AGAGGACGCCTGGGCTTACCTGGGGGGCAGGATGCCTGGGGACAGTTCAGGACACACA
CACAGTAGGCCCGCAATAAAAGCAACACCCCTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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FIGURA 2

MWSGWWLWPLVAVCTADFFRDEAERIMRDSPVIDGHNDLPWQLLDMFNNRLQDERANLT
TLAGTHTNIPKLRAGFVGGQFWSVYTPCDTQNKDAVRRTLEQMDVVHRMCRMYPETFLY
VTSSAGIRQAFREGKVASLIGVEGGHSIDSSLGVLRALYQLGMRYLTLTHSCNTPWADNWL
VDTGDSEPQSQGLSPFGQRVVKELNRLGVLIDLAHVSVATMKATLQLSRAPVIFSHSSAYSV
CASRRNVPDDVLRLVKQTDSLVMVNFYNNYISCTNKANLSQVADHLDHIKEVAGARAVGF
GGDFDGVPRVPEGLEDVSKYPDLIAELLRRNWTEAEVKGALADNLLRVFQAVEQASNLTQ
APEEEPIPLDQLGGSCRTHYGYSSGASSLHRHWGLLLASLAPLVLCLSLL

Secuencia de sefial.

aminoacidos 1-16

Dominio transmembrana.

aminoacidos 392-410

Sitios de N-glicosilacion.

aminoécidos 57-60, 279-282, 332-335, 358-361

Sitio de fosforilacién de la tirosina quinasa.

aminoacidos 110-118

Sitios de N-miristoilacion.

aminoé4cidos 63-68, 78-83, 124-129, 139-144, 151-156, 375-380, 395-400

Patrén de cremallera de leucina.

aminoacidos 390-411

Sitio activo de la dipeptidasa renal.

aminoacidos 140-162

Homologia de la dipeptidasa renal.

aminoacidos 1-411

205

496



<110> GENENTECH, INC.
DOWD, PATRICK
FRANTZ , GRETCHEN
POLAKIS, PAUL

SMITH,

VICTORIA

SPENCER, SUSAN D.
WU, THOMAS D.

ZHANG,

ZEMIN

Listado de secuencias

<120> Composiciones y métodos para el diagndstico y
tratamiento del tumor

<130> P5001R1P2 PCT

<140> PCT/US2006/013501

<141> 2006-04-05

<150> US 11/102,501
<151> 2005-04-08

<160> 2

<210> 1
<211> 1633
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
ggcgtgggag

cagaggccag
acgggccagc
tccececgggga
gcecgtcectgceca
ggactccccect
atatgttcaa
gccggcacac
ccagttctgg
tgcggaggac
tacccggaga
cttccgggaa

ccattgacag

ctgcctaggce
ggcagagtgg
caggccagca
ccccaccatg
ctgcagactt
gtcattgatg
caaccggctg
acaccaacat
tccgtgtaca
gctggagcag
ccttcectgta

gggaaggtgg

cagtttgggce

cgggecetgce

ctcctcacag
cagaggcacc
tggagcggat
ctttegggac
ggcacaatga
caggacgaga
ccccaagctg
cgeccctgega
atggacgtgg
tgtcaccagc
ccagcctgat

gtcectgecggg

cagggagcaa
cctgaagctc
agggcagcag
ggtggctgtg
gaggcagaga
cctecectgg
gggccaacct
agggccggcet
cacccagaac
tccaccgcat
agtgcaggca
cggcgtggag

cactctatca

gtctgcatcg
atccttctgce
tgcacacagg
gccecttgtg
ggatcatgag
cagctgctgg
gaccaccttg
ttgtgggagg
aaagacgccg
gtgccggatg
ttcggcaggce
ggcggccact

gctgggcatg
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cggtacctga
gctggtggac
ttgggcagcg
ttggctcacg
agccccggtce
ggcgcaacgt
ctggtgatgg
caacctgtcc
gagccagagc
cctgaggggce
gctcaggagg
acctgctgag
gctcececgagg
gacccattac
ggctcctgct
tgaaacctgg
gacccgcecca
caaggaccag

atgcectgggg

aacacccctt

ccctcaccca
acgggagaca
tgtggtgaag
tgtctgtgge
atcttcagcc
gcctgacgac
tgaacttcta
caagtggccg
cgtgggtttt
tggaggacgt
aactggacgg
ggtcttccag
aggagcccat
ggctactcct
ggccteccctce
gagaccagag
tcccaggact
catctcctga
acagttcagg

Ccaaaaaaaaa

cagctgcaac
gcgagcccca
gagctgaacc
caccatgaag
actcctcgge
gtcctgaggce
caacaattac
accatctgga
ggtggggact
ctccaagtat
aggcggaggt
gctgtggaac
cccgctggac
ctggggcttc
gctcececectgg
tccectttag
ccagatgcca
gaggacgcct
acacacacac

daaaaaaaaa

acgccctggg
gagccaaggc
gtctgggggt
gccaccctgce
ctacagcgtg
tggtgaaaca
atttcctgca
tcacatcaag
ttgatggtgt
ccagacctga
caagggcgca
aggccagcaa
cagctgggtg
cagcctccat
tcectetgtet
ggttcccgga
ggagccctge
gggcttacct
agtaggcccg

aaa 1633

<210> 2

<211> 411

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Met Trp Ser Gly Trp Trp Leu Trp Pro Leu Val
1 5 10

Ala Asp Phe Phe Arg Asp Glu Ala Glu Arg Ile
20 25

Pro Val Ile Asp Gly His Asn Asp Leu Pro Trp
35 40

Met Phe Asn Asn Arg Leu Gln Asp Glu Arg Ala
50 55

ctgacaactg
ttgtcaccct
cctcatcgac
agctgtccag
tgcgcaagcce
gacagacagc
ccaacaaggc
gaggtggcag
tccaagggte
tegetgaget
ctggctgaca
cctcacacag
gctcctgcag
cgccactggg
gtctctcctg
gctccgggaa

tgcccacatg

g9g9999cagg

caataaaagc

700
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1200
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1550

1600

Ala Val Cys Thr

15

Met Arg Asp Ser

30

Gln Leu Leu Asp

45

Asn Leu Thr Thr
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Leu

Val

Asn

His

Ser

Ser

Gly

Leu

Asp

Gly

Asp

Leu

val

val

Tyr

His

Phe

Glu

Arg

Ala

Gly

Lys

Arg

Ser

Leu

Val

Thr

Thr

Gln

Leu

Ser

Cys

Lys

Ile

Leu

Gly

Asp

Asn

Gly

Gly

Asp

Met

Ala

Ile

Leu

His

Gly

Arg

Ala

Arg

Ala

Gln

Ser

Asp

Gly

Val

Trp

Thr

Gln

Ala

Cys

Gly

Gly

Arg

Ser

Asp

val

His

Ala

Ser

Thr

Cys

His

Asp

Ser

Thr

His
65

Phe
80

Val
95

Arg
110

Ile
125

Val
140

Ala
155

Cys
170

Ser
185

Val
200

Val
215

Pro
230

Arg
245

Asp
260

Thr
275

Ile
290

Phe
305

Lys
320

Glu
335

Thr

Trp

Arg

Met

Arg

Glu

Leu

Asn

Glu

Lys

Ser

Val

Arg

Ser

Asn

Lys

Asp

Tyr

Ala

Asn

Ser

Arg

Tyr

Gln

Gly

Tyr

Thr

Pro

Glu

vVal

Ile

Asn

Leu

Lys

Glu

Gly

Pro

Glu

Ile

Val

Thr

Pro

Ala

Gly

Gln

Pro

Gln

Leu

Ala

Phe

Val

val

Ala

Val

Val

Asp

val

Pro

Tyr

Leu

Glu

Phe

His

Leu

Trp

Ser

Asn

Thr

Ser

Pro

Met

Asn

Ala

Pro

Leu

Lys

Lys
70

Thr
85

Glu
100

Thr
115

Arg
130

Ser
145

Gly
160

Ala
175

Gln
190

Arg
205

Met
220
His
235

Asp
250

Val
265

Leu
280

Gly
295

Arg
310

Ile
325

Gly
340

Leu

Pro

Gln

Phe

Glu

Ile

Met

Asp

Gly

Leu

Lys

Ser

Asp

Asn

Ser

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

Cys

Met

Leu

Gly

Asp

Arg

Asn

Leu

Gly

Ala

Ser

Val

Phe

Gln

Arg

Pro

Glu

Leu

Ala

Asp

Asp

Tyr

Lys

Ser

Tyr

Trp

Ser

vVal

Thr

Ala

Leu

Tyr

Val

Ala

Glu

Leu

Ala

Gly

Thr

val

Val

Val

Ser

Leu

Leu

Pro

Leu

Leu

Tyr

Arg

Asn

Ala

val

Gly

Leu

Asp

Phe
75

Gln
90

val
105

Thr
120

Ala
135

Leu
i50

Thr
165

Val
180

Phe
195

Ile
210

Gln
225

Ser
240

Leu
255

Asn
270

Asp
285

Gly
300

Leu
315

Arg
330

Asn
345
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Leu

Gln

Ser

His

Leu

Leu

Ala

Cys

Arg

Cys

Arg

Pro

Arg

His

Leu

Val

Glu

Thr

Trp

Ser

Phe
350

Glu
365
His
380

Gly
395

Leu
410

Gln

Glu

Tyr

Leu

Leu

Ala

Pro

Gly

Leu

Val Glu

Ile Pro

Tyr Ser

Leu Ala

Gln
355

Leu
370

Ser
385

Ser
400

Ala Ser Asn Leu

Asp Gln Leu Gly

Gly Ala Ser Ser

Leu Ala Pro Leu

Thr
360

Gly
375

Leu
390

Val
405
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