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DESCRIPCION
Procedimientos para detectar una enfermedad inflamatoria del intestino
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere a perfiles de expresién génica en la patogénesis de la enfermedad
inflamatoria del intestino. Este descubrimiento encuentra uso en la deteccién y diagnostico de la enfermedad
inflamatoria del intestino

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] La enfermedad inflamatoria del intestino (IBD), un trastorno inflamatorio crénico del tracto intestinal
padecido por aproximadamente un millén de pacientes en los Estados Unidos, se compone de dos grupos de
enfermedades principales: colitis ulcerosa (UC) y enfermedad de Crohn (CD). En ambas formas de IBD, los
microbios intestinales pueden iniciar la enfermedad en individuos genéticamente susceptibles. La UC esta
restringida a menudo al colon, mientras que la CD se produce normalmente en el ileo del intestino delgado y en el
colon. (Podolsky, D.K., N. Engl. J. Med. 347:417-429 (2002). Los perfiles de expresion génica de tejidos de
pacientes de IBD han proporcionado algunas evidencias de las posibles dianas para la terapia y/o el diagnéstico
(véanse, por ejemplo, Dieckgraefe, B.K. y col., Physiol. Genomics 4: 1-11 (2000); Lawrance I.C. y col., Hum Mol
Genet. 10: 445-456 (2001); Dooley T.P. y col., Inflamm. Bowel Dis. 10: 1-14 (2004); y Uthoff S.M., Int J Oncol. 19:
803-810 (2001)). Investigaciones adicionales de la desregulacién génica en pacientes que experimentan la
enfermedad inflamatoria del intestino incluyen, por ejemplo, Lawrance, I.C. y col., cuyos perfiles de expresiéon génica
distintivos se dieron a conocer para algunos genes en la UC y la CD (Lawrance, I.C. y col., Human Mol. Genetics
10(5): 445-456 (2001)). Uthoff, S.M.S. y col., han dado a conocer la identificacion de genes candidatos para la UC y
la CD usando el andlisis de la micromatriz (Uthoff, S.M.S. y col., Int'l. J. Oncology 19: 803-810 (2001). Dooley, T.P.y
col. han dado a conocer la correlacién de la expresidon génica en la IBD con tratamiento con farmacos para el
trastorno (Dooley, T.P. y col., Inflamm. Bowel Dis. 10(1): 1-14 (2004).

[0003] El documento US 5.368.854 describe la utilizacién de IL-10 para tratar la enfermedad inflamatoria del
intestino. Los documentos WO 00/77026 y WO 00/61629 describen varias proteinas secretadas humanas.

[0004] Existe la necesidad de identificar marcadores biologicos adicionales de la enfermedad inflamatoria del
intestino para uso en el diagnéstico de esta enfermedad crénica. La presente divulgacién cubre esta necesidad.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

[0005] Se da a conocer en la presente memoria descriptiva el hallazgo Unico de que los miembros de la
superfamilia de genes LY6 estan regulados en exceso en la superficie de las células epiteliales intestinales (IEC) en
modelos de colitis de murino y en tejido intestinal de pacientes humanos que experimentan IBD, cuyos genes no se
expresan en |IEC sanas. La mayoria de los miembros de la familia LY6 son glicoproteinas superficiales celulares
ancladas por GPI con una amplia distribucién en células de origen hematopoyético y una expresion mas limitada en
células no hematopoyéticas. Aunque ampliamente usados como marcadores de diferenciacion de células inmunes
(Sunderkotter, C. y col., J. Immunol. 172: 4410-4417 (2004)), las funciones que la familia LY6 posee han sido
dificiles de elucidar (Shevach, E.M. y P.E. Korty, Immunol. Today 10: 195-200 (1989)). Los informes han demostrado
que las moléculas LY6 estan implicadas en una gama diversa de funciones que incluyen la activacion de linfocitos T
(zhang, Z.X. y col., Eur. J. Immunol. 32: 1584-1592 (2002) y Henderson, S.C. y col., J. Immunol. 168: 118-126
(2002), olfato (Chou, J.H. y col., Genetics 157: 211-224 (2001) y adhesion celular (Jaakkola, I. y col., J. Immunol.
170: 1283-1290 (2003)).

[0006] En el sentido mas amplio, se describe un procedimiento de deteccion del aumento de expresion de
genes de la familia de genes LY6 humanos en tejido intestinal de un primer mamifero que experimenta una
enfermedad intestinal con respecto a un mamifero del control. En un sentido mas directo, se espera que el
procedimiento sea aplicable al diagndstico de trastornos relacionados con trastornos intestinales asociados con la
expresion de LY6H, LYPD1, LYPD3, y LYPD5 humanos, cuyos trastornos incluyen, sin limitacién, la enfermedad
inflamatoria del intestino (IBD), tal como colitis ulcerosa (UC) y enfermedad de Crohn (CD). En una realizacion, el
procedimiento de la invencién es Util para detectar respondedores y no respondedores al tratamiento terapéutico de
la IBD. En una realizacion, la IBD es colitis ulcerosa (UC). En una realizacion, la IBD es la enfermedad de Crohn
(CD). En una realizacién, el tejido intestinal es tejido de colon. En una realizacion, el tejido de colon es colon

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2556 380 T3

sigmoideo. En una realizacién, la expresion génica de LY6H, LYPD1, LYPD23 y/o LYPD5 aumenta en tejido
intestinal (tal como tejido de colon) en un mamifero con IBD, CD o UC con respecto a tejido intestinal normal (tal
como tejido de colon normal) de un mamifero que no experimenta IBD, CD o UC. En una realizacion, el gen LY6H
comprende el acido nucleico de la SEQ ID NO: 1 y codifica el polipéptido de LY6H que comprende la SEQ ID NO: 2.
En una realizacion, el gen LYPD1 comprende el acido nucleico de las SEQ ID NOS: 3 o 4 y codifica el polipéptido
LYPD1 que comprende la SEQ ID NO: 5. En una realizacion, el gen LYPD3 comprende el acido nucleico de la SEQ
ID NO: 6 y codifica el polipéptido LYPD3 que comprende la SEQ ID NO: 7. En una realizacién, el gen LYPD5
comprende el acido nucleico de las SEQ ID NOS: 8 o 9 y codifica el polipéptido LYPD5 que comprende la SEQ ID
NO: 10.

[0007] En una realizacion, el procedimiento de la invencién comprende obtener una muestra de tejido
procedente de un mamifero de prueba sospechoso de experimentar un trastorno intestinal, poner en contacto el
tejido con un agente detectable que interactia con la proteina LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 o con &cido
nucleico que codifica LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 y determinar el nivel de expresion de LY6H, LYPD1, LYPD3
y/o LYPD5 con respecto a un tejido de control. En una realizacion, el aumento de expresion de LY6H, LYPD1,
LYPD3 y/o LYPD5 con respecto al control es indicativo de IBD en el mamifero de prueba. En una realizacion, el
aumento de expresion de LY6H, LYPD1, LYPDS3 y/o LYPDS5 en el tejido intestinal de prueba con respecto al tejido
intestinal de control es indicativo de UC en el mamifero de prueba. En una realizacion, el tejido o las células
procedentes de la prueba y del mamifero del control son del colon.

[0008] En una realizacion, la expresion de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 se determina mediante la
deteccion de la expresion génica, tal como mediante la deteccion del ARNm que codifica LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o
LYPDS5 en una muestra de tejido o células. En una realizacién, una muestra del control es una muestra de tejido o
células del mismo tejido o tipo de células obtenidos de un mamifero conocido que no esta experimentando un
trastorno gastrointestinal, tal como IBD, UC o CD. En una realizacién, una muestra del control es un patron universal
que comprende ARN procedente de algunos tejidos normales o de multiples lineas celulares. En analisis de
micromatrices, tales patrones universales son Utiles para vigilar y controlar la variacion intra e interexperimental. En
una realizacién, un patrén universal (0 ARN de Referencia Universal (URR) se prepara tal como se proporciona por
Novoradovskaya, N. y col., (2004) BMC Genomics 5: 20. En una realizacion, para uso como un control en el andlisis
de la micromatriz de ARN de ratén, el URR es un ARN de Referencia de Raton Universal de Stratagene (n° de
catalogo 740100, Stratagene®, La Jolla, CA.). En una realizacién, para uso como un control en un analisis de
micromatriz de ARN humano, el URR es un ARN de Referencia Humano Universal de Stratagene® (n° de catélogo
740000). En una realizacién, para uso como un control en el analisis de la micromatriz de ARN de rata, el URR es un
ARN de Referencia de Rata Universal de Stratagene® (n° de catalogo 740200). En una realizacion, en la que el ARN
es ARN de ratdn, las lineas celulares de las cuales se extrae el ARN total comprenden lineas celulares derivadas de
embriones, fibroblastos de embriones, rifidn, hepatocitos de higado, macréfagos alveolares de pulmoén, linfocitos B,
linfocitos T (timo), glandulas mamarias, mioblastos de musculos, piel, y testiculos. En una realizacion, en la que el
ARN es ARN humano, las lineas celulares de las cuales se extrae el ARN total comprenden lineas celulares
derivadas de adenocarcinoma de glandula mamaria, hepatoblastoma de higado, adenocarcinoma de cuello de Utero,
carcinoma embrionico o de testiculos, glioblastoma de cerebro, melanoma, liposarcoma, linfoma histiocitico
(macrofagos, histiocitos), leucemia linfoblastica de linfoblastos T, melanoma plasmacitoma de linfocitos B. En una
realizacién en la que el ARN es ARN de rata, las lineas celulares de las cuales se extrae el ARN total comprenden
lineas celulares derivadas de leucemia basdfila de la sangre, linfoma de linfocitos T de la sangre, hibridoma de
linfoblastos B de la sangre, glioma cerebral, carcinoma embriénico de saco vitelino, fibroblasto embriénico normal,
rifdn normal, hepatoma de higado, macréfago alveolar normal pulmonar, tipo Il alveolar normal pulmonar,
adenocarcinoma de glandula mamaria, mioblastos de musculo, piel normal, tumor de células de Leydig de los
testiculos.

[0009] En un aspecto, se describe un articulo de fabricacién que comprende un recipiente y una composicién
de materia contenida en el interior del recipiente, en el que la composicion de materia comprende un acido nucleico
que codifica LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 o sus complementos, y/o un anticuerpo o anticuerpos dirigido(s)
contra LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPDS5 y/o uno de sus fragmentos de unién dirigido contra LY6H, LYPD1, LYPD3
y/o LYPDS5, en el que los acidos nucleicos y/o los anticuerpos son detectables. En una realizacion, la composicion de
la materia comprende detectar agentes para detectar la unién al acido nucleico, tales como, sin limitacion, los acidos
nucleicos que codifican LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 o sus complementos, para el acido nucleico de LY6H,
LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 en una muestra de tejido de un mamifero de prueba sospechoso de experimentar un
trastorno intestinal. En una realizacion, la composicién de materia comprende detectar agentes para detectar la
unién del anticuerpo a, por ejemplo, LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 en una muestra de tejido de un mamifero de
prueba sospechoso de experimentar un trastorno intestinal. En una realizacion, el anticuerpo de la composicion esta
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marcado de manera detectable. En una realizacion, el anticuerpo de la composicion es detectable mediante un
segundo anticuerpo, cuyo segundo anticuerpo es detectable o marcado de manera detectable. El articulo puede
comprender opcionalmente ademas un marcador prefijado al recipiente, o un envase insertado incluido con el
recipiente, que se refiere al uso del acido nucleico de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 o su complemento y/o al
anticuerpo dirigido contra LY6H, dirigido contra LYPD1, dirigido contra LYPD3 y/o dirigido contra LYPD5 o uno de
sus fragmentos de unién a LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 en la deteccion del aumento de expresion de LY6H,
LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 en tejido intestinal, incluyendo sin limitacion, tejido de colon. En una realizacion, el
trastorno intestinal es IBD. En una realizacion, el trastorno intestinal es UC o CD. En una realizacion, el polipéptido
LYPD1 y el anticuerpo dirigido contra LYPD1 es un anticuerpo tal como se da a conocer en los documentos US
7.157 558 y US 7.144.990, respectivamente.

[00010] En un aspecto, se describe un procedimiento para diagnosticar la presencia de un trastorno intestinal
en un mamifero, que comprende detectar el nivel de expresién de un gen que codifica el polipéptido de LY6H,
LYPD1, LYPDS3 y/o LYPD5 (a) en una muestra de ensayo de tejido o células obtenidas de dicho mamifero, y (b) en
una muestra del control de células normales conocidas procedentes de un mamifero que no experimenta un
trastorno intestinal del mismo origen o tipo de tejido, en el que un nivel mayor de expresién del polipéptido de LY6H,
LYPD1, LYPDS3 y/o LYPDS en la muestra de ensayo, en comparacion con la muestra del control, es indicativo de la
presencia de un trastorno intestinal en el mamifero a partir del cual se obtuvo la muestra de ensayo. En una
realizacion, el trastorno intestinal es IBD. En una realizacion, el IBD es UC. En una realizacion, el IBD es CD. En una
realizacién, la deteccion puede ser poniendo en contacto un anticuerpo con el polipéptido de LY6H, LYPD1, LYPD3
y/o LYPD5, o un fragmento de unién del anticuerpo, con las muestras de ensayo y del control y determinar la
cantidad relativa de formacién del complejo anticuerpo-polipéptido. Un nivel mayor de formacion del complejo
anticuerpo-polipéptido en la muestra de ensayo con respecto a la muestra del control es indicativo de trastorno
intestinal, tal como IBD, UC o CD, en el mamifero de prueba. El anticuerpo de la invencién estad marcado de manera
detectable o, alternativamente, el anticuerpo se detecta mediante la posterior unién de un segundo anticuerpo que
es detectable.

[00011] En una realizacion adicional, se describe un procedimiento para diagnosticar la presencia de un
trastorno intestinal en un mamifero, que comprende (a) poner en contacto una muestra de ensayo que comprende
tejido o células obtenidas a partir del mamifero de prueba con un oligonucleétido que se hibrida con un rigor alto al
acido nucleico de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 (o su complemento) o un anticuerpo que se une de manera
especifica al polipéptido de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPDS vy (b) detectar la formacién de un complejo entre el
oligonucledtido o el anticuerpo y el acido nucleico de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 (o su complemento) o el
polipéptido de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPDS5, respectivamente, en la muestra de ensayo, en el que la formacion
de la mayoria de dicho complejo en la muestra de ensayo con respecto a una muestra del control es indicativa de la
presencia de un trastorno intestinal (tal como IBD, UC o CD) en el mamifero de prueba. En una realizacién, el
trastorno intestinal es IBD. En una realizacion, el trastorno es. En una realizacion, el trastorno es CD. En una
realizacién, el tejido de los mamiferos de prueba y del control es tejido de colon. Opcionalmente, el anticuerpo de
unién al polipéptido de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPDS o el oligonucleotido que hibrida el gen LY6H, LYPD1,
LYPD3 y/o LYPD5 empleado mediante el procedimiento de la invencion es detectable, esta marcado de manera
detectable, unido a un soporte sélido, o similar, y/o la muestra de ensayo de tejido o células se obtiene a partir de un
individuo sospechoso de experimentar un trastorno intestinal, en el que el trastorno es IBD, tal como, sin limitacion,
UC o CD.

[00012] En una realizacién adicional, se describe el uso de (a) un polipéptido de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o
LYPDS5, (b) un acido nucleico que codifica un polipéptido de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 o un vector o célula
hospedadora que comprende el acido nucleico de (a), (c) un anticuerpo dirigido contra el polipéptido de LY6H,
LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5, o (d) un oligopéptido de unién a LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPDS5, en la preparacion de
un medicamento Util para la deteccién diagnéstica de un trastorno intestinal, incluyendo sin limitacion, IBD CD o UC,
en un tejido intestinal de un mamifero, incluyendo sin limitacién tejido de colon.

[00013] En un aspecto, la presente invencién comprende un procedimiento para detectar una respuesta
terapéutica a un farmaco en un mamifero tratado con un agente terapéutico de IBD, en el que el procedimiento
comprende determinar la expresion de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 en tejido gastrointestinal de un mamifero
de prueba con respecto a un tejido gastrointestinal del control de un mamifero del control, en el que un mayor nivel
de expresion de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 en un tejido de ensayo con respecto a un tejido del control indica
un estado de enfermedad o la continuacién del estado de enfermedad. Una diferencia en la expresion de LY6H,
LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 en el tejido de prueba que no sea significativamente mayor que la de los niveles de
expresion del control normales o que esté comprendida dentro de un intervalo de niveles de expresion normales
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para LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 en una poblacion de mamiferos indica la mejora o la resolucion del trastorno
intestinal, cuya mejora o resolucion se puede atribuir al agente terapéutico. En una realizacion, se determina una
respuesta terapéutica cuando los niveles de expresion de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 en tejido
gastrointestinales o de colon o células del mamifero tratado con un agente terapéutico son diferentes (la expresion
es mas similar al control normal, es decir, los niveles de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 son inferiores de los
niveles de expresion de LY6H, LYPD1, LYPD3 y/o LYPD5 en el mamifero antes del tratamiento.

[00014] Otras realizaciones de la presente invencién seran evidentes para el experto en la materia tras leer la
presente memoria.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[00015] Las Figuras 1A y 1B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 1) que
codifica el polipéptido de LY6H humano y la secuencia de aminoacidos del polipéptido de LY6H humano (SEQ ID
NO: 2).

Las Figuras 2A y 2B representan graficamente las secuencias de acido nucleico (SEQ ID NOS: 3 y 4) que codifican
el polipéptido LYPD1 humano y la secuencia de aminoacidos del polipéptido LYPD1 humano que se muestra en la
Figura 2C (SEQ ID NO: 5).

Las Figuras 3A y 3B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 6) que codifica el
polipéptido LYPD3 humano y la secuencia de aminoacidos del polipéptido LYPD3 humano (SEQ ID NO: 7).

Las Figuras 4A y 4B representan graficamente las secuencias de acido nucleico (SEQ ID NOS: 8 y 9) que codifican
el polipéptido LYPD5 humano y la secuencia de aminoacidos del polipéptido LYP5 humano que se muestra en la
Figura 4C (SEQ ID NO: 10).

Las Figuras 5A y 5B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 11) que codifica el
polipéptido de LY6D humano y la secuencia de aminoéacidos del polipéptido de LY6D humano (SEQ ID NO: 12).

Las Figuras 6A y 6B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 13) que codifica el
polipéptido de LY6E y la secuencia de aminoacidos del polipéptido de LY6E humano (SEQ ID NO: 14).

Las Figuras 7A y 7B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 15) que codifica el
polipéptido LYPD2 humano y la secuencia de aminoacidos del polipéptido LYPD2 humano (SEQ ID NO: 16).

Las Figuras 8A-8H representan graficamente las secuencias de moléculas GLG-1 (ESL-1): (A-B) N° de Acceso
U64791, secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 17) que codifica el polipéptido GLG-1 (ESL-1) (SEQ ID NO: 18);
(C-D) N° de Acceso NM_012201, secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 19) que codifica el polipéptido GLG-1
humano (ESL-1) (SEQ ID NO: 20); (E-F) N° de Acceso AK 172806, secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 21)
gue codifica el polipéptido GLG-1 humano (ESL-1) (SEQ ID NO: 22); y N° de Acceso AK131501, secuencia de acido
nucleico (SEQ ID NO: 23) que codifica el polipéptido GLG-1 humano (ESL-1) (SEQ ID NO: 24).

Las Figuras 9A y 9B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 25) que codifica el
polipéptido de LYBA de murino y la secuencia de aminoacidos del polipéptido de LY6A de murino (SEQ ID NO: 26).
Las Figuras 10A y 10B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 27) que codifica el
polipéptido de LY6C de murino y la secuencia de aminoacidos del polipéptido de LY6C de murino (SEQ ID NO: 28).
Las Figuras 11A y 11B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 29) que codifica el
polipéptido de LY6D de murino y la secuencia de aminoacidos de polipéptido de LY6D de murino (SEQ ID NO: 30).
Las Figuras 12A y 12B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 31) que codifica el
polipéptido de LYGE de murino y la secuencia de aminoacidos del polipéptido de LYG6E de murino (SEQ ID NO: 32).
Las Figuras 13A y 13B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 33) que codifica el
polipéptido de LY6F de murino y la secuencia de aminoacidos del polipéptido de LY6F de murino (SEQ ID NO: 34).
Las Figuras 14A y 14B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 35) que codifica el
polipéptido de LY6K de murino y la secuencia de aminoéacidos de polipéptido de LY6k de murino (SEQ ID NO: 36).
Las Figuras 15A y 15B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 37) que codifica el
polipéptido de LY6K de murino y la secuencia de aminoéacidos de polipéptido de LY6k de murino (SEQ ID NO: 38).
Las Figuras 16A y 16B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 45) que codifica el
polipéptido LYPD3 de murino y la secuencia de aminoéacidos del polipéptido LYPD3 de murino (SEQ ID NO: 46).

Las Figuras 17A y 17B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 47) que codifica el
polipéptido de LY6H de murino y la secuencia de aminoacidos del polipéptido de LY6H de murino (SEQ ID NO: 48).
Las Figuras 18A y 18B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 49) que codifica el
polipéptido LYPD1 de murino y la secuencia de aminoéacidos del polipéptido LYPD1 de murino (SEQ ID NO: 50).

Las Figuras 19A y 19B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 51) que codifica el
polipéptido LYPD2 de murino y la secuencia de aminoacidos del polipéptido LYPD2 de murino (SEQ ID NO: 52).

Las Figuras 20A y 20B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 53) que codifica el
polipéptido de LY6g5c de murino y la secuencia de aminoacidos de polipéptido de LY6g5c de murino (SEQ ID NO:
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54).

Las Figuras 21A y 22B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 55) que codifica el
polipéptido de LY6g6c de murino y la secuencia de aminoacidos del polipéptido de LY6g6c de murino (SEQ ID NO:
56).

Las Figuras 22A y 22B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 57) que codifica el
polipéptido SLURP2/LYNX1 de murino y la secuencia de aminoacidos del polipéptido SLURP2/LYNX1 de murino
(SEQ ID NO: 58)

La Figura 23 muestra que los miembros de la familia LY6 estan regulados en exceso en IEC en modelos de colitis
en murino. Se aislaron las IEC del modelo de colitis I1L10™ (Figura 23A) y el de transferencia de CD45RB™ (Figura
23B) mediante LCM y se purificd el ARN. Se llevé a cabo el andlisis de la micromatriz y se analizé tal como se
describe en los Ejemplos. Los numeros representan el promedio del cambio de plegado en comparacion con el ARN
estandar universal de ratones coliticos sobre ratones sanos. Los nimeros por debajo de la cartografia térmica
indican la puntuacion de inflamacion del raton individual.

Las Figuras 24A-24D muestran que la expresion superficial de las moléculas LY6 esta regulada en exceso en IEC
en el modelo IL10-/- de colitis. Ratones silvestres (Figura 24A) o IL10-/- (Figura 24B) se tifieron para la expresion
superficial de LY6A (verde, con color de contraste DAPI). De manera similar, ratones silvestres (Figura 24C) o IL10-/.
(Figura 24D) se tifieron para la expresion superficial de LY6C.

Las Figuras 25A-251 muestran que la expresion superficial de LY6A y LY6C esta regulada en exceso en respuesta a
citocinas inflamatorias, particularmente IFNy. Células YAMC se trataron con la citocina indicada durante 15 horas y
se tifieron para la expresion superficial de LY6C (Figura 25A) y LY6A (Figura 25B). Se cultivaron células YAMC
durante 15 horas en presencia de dosis crecientes de IFNy y se analizaron mediante citometria de flujo para la
expresion de LYBC (Figura 25C) y LYBA (Figura 25D). Se recogieron células YAMC estimuladas con IFNy en
diversos momentos de tiempo, tal como se indica, y se analizaron mediante citometria de flujo para la expresion de
LY6C (Figura 25E) y LY6A (Figura 25F). IL-22 regul6 en exceso la expresion de LY6C (Figura 25G) y LY6BA (Figura
25H). Los niveles de LY6A y LY6c estuvieron regulados en exceso en la linea IEC de murino, CMT93 en respuesta
al tratamiento con IFNy (Figura 25I).

Figuras 26A-26E . El agotamiento de balsas lipidicas dio como resultado una inhibicion de la produccién de
qguimiocina medida por LYBC. Se incubaron células YAMC con colesterol agotado (barras oscuras) o no agotado
(barras abiertas) con nati-KLH o anti-LY6C unido a placa tal como se indicé durante 15 horas. Se recogi6 el ARN y
se determinaron los niveles de expresién de CXCL2, CXCL5, y CCL7 (Figuras 26A-26C) Los niveles superficiales de
LY6A (Figura 26D) y LY6C (Figura 26E) disminuyeron en respuesta al agotamiento del colesterol

Las Figuras 27A-27D muestran que la reticulacién de LY6C, pero no la de LY6A, induce la regulacién en exceso de
la expresion superficial de LYBA y LY6C. Se incubaron células YAMC durante 24 horas en placas revestidas con
anti-KLH del control, anti-LY6A o anti-LY6C y se analizaron mediante citometria de flujo para la expresion de LY6C
(Figura 27A) o LY6A (Figura 27B). Se pretrataron las células durante 12 horas con 100 U/ml de IFNyy se plaquearon
de manera similar en placas revestidas de anticuerpo y se analizaron para la expresién de LY6C (Figura 27C) o
LY6A (Figura 27D).

Las Figuras 28A-28C muestran que la reticulacion de LY6C, pero no la de LYBA, induce la secrecién de
quimiocinas. Figura 28A: Se preincubaron células YAMC o no, tal como se indica, con 100 U/ml de IFNy durante 15
horas y se cultivaron en placas revestidas con 10 pg/ml de antiLY6A (barras negras) o anti-LY6C (barras
sombreadas) o anti-KLH del control (barras abiertas). Se aisl6 el ARN a las 24 (izquierda), 48 (centro) y 72 (derecha)
horas y se analiz6 para la expresion de CXCL5 o CCL7 (A). Los datos indican el promedio + DE del cambio de
plegado (tal como se determiné mediante el procedimiento Z'MC‘) en comparacién con células reticuladas isotipicas
no tratadas. Figura 28B: Se recogieron los sobrenadantes a las 48 horas en las células reticuladas, como
anteriormente, con 1, 5 o 10 pg/ml (tal como se indica) de secrecidn de anticuerpo y se determind la secrecion de
CXCLS5 en el sobrenadante mediante ELISA, *<0,05. Figura 28C: Disminuyeron los niveles de CXCL5 y CXCL2 en
respuesta a la reticulacion de LY6C cuando los niveles de LY6C se inactivaron con ARNip.

Las Figuras 29A-29B muestran que las IEC en colitis poseen un modelo de expresion génica de la quimiocina
similar. Se aislaron IEC en el modelo de colitis IL10" (Figura 29A) y en el de transferencia de CD45RB™ (Figura
29B) mediante LCM y se purificd el ARN. Se llevd a cabo el andlisis de la micromatriz y se analizé tal como se
describe en los Ejemplos. Los nimeros representan el promedio del cambio del plegado en comparacion con el ARN
estandar universal de ratones coliticos sobre ratones sanos. Los nimeros por debajo de la cartografia térmica
indican la puntuacion de la inflamacién del ratén individual.

Las Figuras 30A-30C muestran que la expresion de los genes de la familia LY6 humana estan regulados en exceso
en las células de colon tratadas con citocinas. Células colo-205 humanas se trataron con las citocinas indicadas, o
combinaciones de citocinas, durante 18 o 24 horas. Se muestra el aumento de plegado en la expresion de LY6H
humano (Figura 30A), LYPD3 humano (Figura 30B), y LYPD5 humano (Figura 30C) con respecto a la B-actina del
control.
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Las Figuras 31A-31B muestran que los pacientes con Enfermedad de Crohn tienen elevados niveles de LYPD1
(Figura 31A) y LYPD5 (Figura 31B) en el colon. Se obtuvieron muestras de tejido de pacientes de IBD humana y se
determind la expresién génica de LYPD1 y LYPD5. Se observé un aumento estadisticamente significativo en la
expresion génica de LYPD1 y LYPDS5 en tejidos inflamados de pacientes de CD. Se observo también un aumento
estadisticamente significativo de LYPD5 en tejidos inflamados de pacientes de UC. Los valores del eje Y reflejan la
expresion génica con respecto a un patron de ARN universal.

Las Figuras 32A y 32B muestran (A) células COS sin transfectar, y (B) células COS transfectadas con el polipéptido
GLG-1 (ESL-1) y tefiidas con la proteina LYPD5-Fc.

La Figura 33A representa graficamente la estructura de GLG-1 o ESL-1 y diversos fragmentos adecuados para
caracterizar la uniéon de LYPD5 y la Figura 33B muestra los resultados de un estudio de inmunoprecipitacion
simultanea que caracteriza la unién de LYPD5 y un ligando de LYPDS.

La Figura 34A representa graficamente la estructura de GLG-1 o ESL-1 y diversos fragmentos adecuados para
caracterizar la uniéon de LYPD5 y la Figura 34B muestra los resultados de un estudio de inmunoprecipitacion
simultanea que caracteriza la union de LYPD5 y un ligando de LYPDS.

La Figura 35A representa graficamente la estructura de GLG-1 o ESL-1 y diversos fragmentos adecuados para
caracterizar la union de LYPD5 y la Figura 35B muestra los resultados de un estudio de inmunoprecipitacion
simultanea que caracteriza la unién de LYPD5 y un ligando de LYPD5

Las Figuras 36A y 36B representan graficamente la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 68) que codifica la
integrina humana, beta 7, y la secuencia de aminoacidos del polipéptido beta 7 de la integrina humana (SEQ ID NO:
69).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones

[00016] “Enfermedad Inflamatoria del Intestino” o “IBD” se usa indistintamente en la presente memoria
descriptiva para referirse a las enfermedades del intestino que producen inflamacién y/o ulceracion e incluye, sin
limitacion, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa.

[00017] La “enfermedad de Crohn (CD)” o la “colitis ulcerosa (UC)” son enfermedades inflamatorias crénicas
del intestino de etiologia desconocida. La enfermedad de Crohn, a diferencia de la colitis ulcerosa, puede afectar
cualquier parte del intestino. La caracteristica mas destacada de la enfermedad de Crohn es el engrosamiento
edematoso granular parpura rojizo de la pared del intestino. Con el desarrollo de la inflamaciéon, estos granulomas
pierden a menudo sus bordes circunscritos y se integran con el tejido que los rodea. La diarrea y la obstruccion del
intestino son las caracteristicas clinicas predominantes. Como con la colitis ulcerosa, la enfermedad de Crohn no se
cura mediante la reseccion del segmento de intestino implicado. La mayor parte de los pacientes con enfermedad de
Crohn requieren cirugia en algin momento, pero son frecuentes las recaidas posteriores y es normal el tratamiento
médico continuo.

[00018] La enfermedad de Crohn puede implicar cualquier parte del tracto alimentario desde la boca al ano,
aunque normalmente aparece en las regiones ileocolica, del intestino delgado o colénica anorrectal.
Histopatol6gicamente, la enfermedad se manifiesta por granulomatomas continuos, abscesos en la cripta, fisuras y
Ulceras aftosas. El infiltrado inflamatorio estd mezclado, constituido por linfocitos (linfocitos T y B), células
plasmaticas, macrofagos, y neutréfilos. Existe un aumento desproporcionado en las células plasmaticas que
secretan IgM e IgG, macréfagos y neutrofilos.

[00019] Los farmacos antiinflamatorios sulfasalazina y acido 5-aminosalicilico (5-ASA) son (tiles para tratar la
enfermedad de Crohn colonica poco activa y se prescriben cominmente para mantener la remision de la
enfermedad. Metroidazol y ciprofloxacina son similares en eficacia a la sulfasalazina y parecen ser particularmente
Utiles para tratar la enfermedad perianal. En los casos mas graves, los corticoesteroides son eficaces en el
tratamiento de las exacerbaciones activas y pueden incluso mantenerse hasta la remision. Azatioprina y 6-
mercaptopurina se han mostrado satisfactorios en pacientes que requieren la administracién crénica de
corticoesteroides. Es también posible que estos farmacos puedan jugar un papel en la profilaxis a largo plazo.
Desafortunadamente, existe un retraso muy largo (de hasta seis meses) antes del comienzo de la accién en algunos
pacientes.

[00020] Los farmacos antidiarreicos pueden proporcionar también alivio sintomatico en algunos pacientes. La

terapia nutricional o la dieta elemental pueden mejorar el estado nutricional de los pacientes e inducir la mejora de la
enfermedad aguda, pero no inducen remisiones clinicas sostenidas. Se usan antibiéticos en el tratamiento
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secundario del crecimiento en exceso bacteriano en el intestino delgado y en el tratamiento de complicaciones
pidgenas.

[00021] La “colitis ulcerosa” (UC) afecta al intestino grueso. El curso de la enfermedad puede ser continuo o
con recaidas, leves o graves. La lesion mas temprana es una infiltracion inflamatoria con formacién de abscesos en
la base de las criptas de Lieberkihn. La coalescencia de estas criptas distendidas y rotas tiende a separar la
mucosa que las cubre de su suministro de sangre, lo que conduce a la ulceracion. Los sintomas de esta enfermedad
incluyen la aparicion de colicos, dolor abdominal inferior, sangrado rectal, y frecuente, heces sueltas constituidas
principalmente por sangre, pus y moco, con escasas particulas fecales. Puede necesitarse una colectomia total para
la colitis aguda, grave o crénica, sin remision

[00022] Las caracteristicas clinicas de la UC son muy variables, y el comienzo puede ser gradual o subito, y
puede incluir diarrea, tenesmo y sangrado rectal recurrente. Con implicacion rapida de todo el colon, se puede
producir una emergencia con riesgo para la vida, el megacolon téxico. Las manifestaciones extraintestinales incluyen
artritis, pioderma gangrenoso, uveitis y eritema nudoso.

[00023] El tratamiento de la UC incluye sulfasalazina y farmacos que contienen salicilato relacionados para
casos leves y farmacos corticoesteroides en casos graves. La administraciéon tépica tanto de salicilatos como de
corticoesteroides es algunas veces eficaz, particularmente, cuando la enfermedad esta limitada al intestino distal, y
se asocia con pequefios efectos secundarios en comparaciéon con el uso sistémico. Las medidas de apoyo, tales
como la administraciéon de hierro y de agentes antidiarreicos estan indicadas en algunos casos. Se prescriben
también algunas veces azatioprina, 6-mercaptopurina y metotrexato para uso en casos refractarios dependientes de
corticoesteroides.

[00024] Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, “miembro de la familia de genes LY6” o “miembro
de la superfamilia de genes LY6” se usa indistintamente en la presente memoria descriptiva para referirse a un gen
que tiene homologia con los miembros de la familia de genes LY®6, la mayoria de cuyos miembros de la familia de
genes son glicoproteinas superficiales celulares ancladas a GPI con amplia distribucion en células de origen
hematopoyético y expresion mas limitada en células no hematopoyéticas. Los miembros de esta familia de genes se
usan como marcadores de la diferenciacion de células inmunes (Sunderkotter, C. y col., J. Immunol. 172: 4410-4417
(2004)). Se han examinado los genes de la familia LY6 (Shevach, E.M. y P.E. Korty, Immunol. Today 10: 195-200
(1989)) y las funciones incluyen la activacion de los linfocitos T (Zhang, Z.X. y col., Eur. J. Immunol. 32: 1584-1592
(2002) y Henderson, S.C. y col., J. Immunol. 168: 118-126 (2002), olfato (Chou, J.H. y col., Genetics 157: 211-224
(2001) y adhesion celular (Jaakkola, I. y col., J. Immunol. 170: 1283-1290 (2003)). Los miembros de la familia de
genes LY6 incluyen, sin limitacién, miembros de la familia de genes LY6 de mamiferos, tales como los genes de la
familia LY6 de ratén o ser humano. Tal como se usa aqui, “gen LY6” se refiere a un miembro de la familia de genes
LY6 y “polipéptido de LY6" se refiere al polipéptido codificado por un gen LY6. Los miembros de la familia de genes
LY6 de murino incluyen, sin limitacion, LY6A (NM_010738, acido nucleico de la SEQ ID NO: 25 que codifica el
polipéptido de SEQ ID NO: 26), LY6C (mM_010741, acido nucleico de la SEQ ID NO: 27, que codifica el polipéptido
de SEQ ID NO: 28); LY6D (NM_003695, acido nucleico de la SEQ ID NO: 29 que codifica el polipéptido de SEQ ID
NO: 30), LY6E (mM_002346, acido nucleico de la SEQ ID NO: 31 que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 32),
LY6F (NM_008530, acido nucleico de la SEQ ID NO: 33 que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 34), LY6I
(NM_020498, acido nucleico de la SEQ ID NO: 35 que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 36), y LY6K
(NM_017527, acido nucleico de la SEQ ID NO: 37 que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 38. Los miembros de la
familia de genes LY6 humano incluyen, sin limitacion, LY6H (NM_002347, acido nucleico de la SEQ ID NO: 1 que
codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 2), LYPD1 (NM_144586, acido nucleico de las SEQ ID NOS: 3 0 4 que codifica
el polipéptido de SEQ ID NO: 5), LYPD3 (NM:014400, acido nucleico de la SEQ ID NO: 6 que codifica el polipéptido
de SEQ ID NO: 7), LYPD5 (NM_182573, acido nucleico de las SEQ ID NOS: 8 o 9 que codifica el polipéptido de
SEQ ID NO: 10), LY6D (NM_003695, acido nucleico de la SEQ ID NO: 11 que codifica el polipéptido de SEQ ID NO:
12), LY6E (NMNM_002346, acido nucleico de la SEQ ID NO: 13 que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 14),
LYPD2 (NM_205545, &cido nucleico de la SEQ ID NO: 15 que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 16). En las
realizaciones, el polinucledtido de cada miembro de la familia de genes LY6 dado a conocer en la presente memoria
descriptiva comprende al menos 15, al menos 25, al menos, al menos 50, al menos 100, al menos 250, al menos
500, al menos 750, al menos 1000, al menos 1250, al menos 1500, al menos 1750, al menos 2000, o al menos 2040
nucleétidos contiguos de las SEQ ID NOS: 1, 3, 4, 6, 8, 9, 11, 13, 15, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 45, 47, 49, 51, 53,
55, 0 57, o el polinucledtido miembro de la familia de genes LY6 comprende las SEQ ID NOS: 1, 3, 4, 6, 8, 9, 11, 13,
15, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 0 57. En una realizacion, un polinucledtido que se une a un
polinucleétido miembro de la familia de genes LY6 (SEQ ID NOS; 1, 3, 4, 6, 8, 9, 11, 13, 15, 25, 27, 29, 31, 33, 35,
37, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 0 57), 0 uno de sus fragmentos, tiene al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un
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85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 97 %, al menos un 99 % o u 100 % de identidad de la
secuencia con el polipéptido de LY6 o uno de sus fragmentos. En una realizacion, el polipéptido miembro de la
familia de genes LY6 comprende al menos 10, al menos 25, al menos 50, al menos 75, al menos 100, al menos 125,
al menos 150, al menos 175, al menos 200, al menos 225, al menos 250, al menos 275, al menos 300, o al menos
325, al menos, aminoacidos contiguos de las SEQ ID NOS: NOs: 2, 5, 7, 10, 12, 14, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 46,
48, 50, 52, 54, 56, 0 58, 0 el polipéptido miembro de la familia de genes LY6 comprende las SEQ ID NOS: 2, 5, 7,
10, 12, 14, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 0 58.

[00025] Un “polipéptido de secuencia natural” de cualquiera de los miembros de la familia de genes LY6
comprende un polipéptido que tiene la misma secuencia de aminoacidos que el polipéptido miembro de la familia de
genes LY6 correspondiente derivado de la naturaleza. Dichos polipéptidos LY6 de secuencia natural se pueden
aislar de la naturaleza o se pueden producir mediante procedimientos recombinantes o sintéticos. El término
“polipéptido de LY6 de secuencia natural” abarca especificamente las formas truncadas o secretadas que se
producen naturalmente del polipéptido de LY6 especifico (por ejemplo, una secuencia de dominio extracelular), las
formas variantes que se producen naturalmente (por ejemplo, formas alternativamente de corte y empalme) y las
variantes alélicas que se producen naturalmente del polipéptido. En un aspecto especifico, los polipéptidos LY6 de
secuencia natural dados a conocer en la presente memoria descriptiva son polipéptidos de secuencia natural
maduros o de longitud completa que corresponden a las secuencias en las Figuras 1-7 y las SEQ ID NOS: 2, 5, 7,
10, 12, 14, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 0 58.

[00026] Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, una “variante del polipéptido de LY6” significa un
polipéptido de LY®6, preferiblemente, sus formas biolégicamente activas, tal como se define en la presente memoria
descriptiva, que tienen al menos aproximadamente un 80 % de identidad en la secuencia de aminoacidos con una
secuencia del polipéptido de LY6 de la secuencia natural de longitud completa, tal como se da a conocer en la
presente memoria descriptiva, y sus formas variantes que carecen del péptido sefial, un dominio extracelular, o
cualquier otro fragmento de un polipéptido de LY6 de secuencia natural de longitud completa tal como se referencia
en la presente memoria descriptiva. Dichas variantes de polipéptidos incluyen, por ejemplo, polipéptidos en los que
se afiaden o se eliminan uno o mas restos de aminoécidos en el extremo N o C de la secuencia de aminoacidos
natural de longitud completa. En un aspecto especifico, dichas variantes de polipéptidos tendran al menos
aproximadamente un 80 % de identidad de la secuencia de aminoacidos, alternativamente al menos
aproximadamente 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 aminoacidos, para un polipéptido de secuencia del
polipéptido de LY6 de secuencia natural de longitud completa, tal como se da a conocer en la presente memoria
descriptiva, y sus formas variantes que carecen de un péptido sefial, un dominio extracelular, o cualquier otro
fragmento de un polipéptido de LY6 de secuencia natural de longitud completa tal como se da a conocer en la
presente memoria descriptiva.

[00027] “Porcentaje ( %) de identidad de la secuencia de aminoacidos” con respecto a la secuencia de
polipéptido de LY6 identificada en la presente memoria descriptiva se define como el porcentaje de restos de
aminoacidos en la secuencia candidata que son idénticos con los restos de aminoacidos en la secuencia del
polipéptido de LY6 especifica, después de alinear las secuencias e introducir los huecos, si es necesario, para
conseguir el maximo porcentaje de identidad de la secuencia, y de no considerar ninguna sustitucion conservativa
como parte de la identidad de la secuencia. La alineacion con el fin de determinar el porcentaje de identidad de la
secuencia de aminoacidos se puede conseguir de diversas maneras que se encuentran comprendidas dentro de los
conocimientos del experto en la técnica, por ejemplo, usando software informatico publicamente disponible tal como
software BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la técnica pueden determinar los
parametros apropiados para medir la alineacién, que incluyen cualquier algoritmo necesario para conseguir la
maxima alineacion sobre la longitud completa de las secuencias que se estan comparando. Para los objetivos de la
presente memoria descriptiva, sin embargo, % de valores de identidad de la secuencia de aminoacidos se generan
usando el programa informatico de comparacion de secuencias ALIGN-2, en el que el cédigo fuente completo del
programa ALIGN-2 se proporciona en la Tabla 1 a continuacidon. El programa informatico de comparacion de
secuencias ALIGN-2 ha sido autorizado por Genentech, Inc. y el cédigo fuente que se muestra en la Tabla 1
siguiente ha sido completado con la documentacion del usuario en la U.S. Copyright Office, Washington D.C.,
20559, en la que se ha registrado con el U.S. Copyright Registration N°. TXU510087. El programa ALIGN-2 esta
publicamente disponible a través de Genentech, Inc., South San Francisco, California o se puede compilar a partir
del codigo fuente proporcionado en la Tabla 1 a continuacion. El programa ALIGN-2 debe compilarse para el uso en
un sistema operativo UNIX, preferiblemente UNIX digital V4.0D. Todos los parametros de comparacion de
secuencias se configuran mediante el programa ALIGN-2 y no varian.
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[00028] Tal como se usa en la presente memoria descriptiva “polinucleétido variante LY6” o “secuencia de
acido nucleico variante de LY6", o “gen LY6" se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido
miembro de la familia del gen LY®6, preferiblemente, sus formas biolégicamente activas, tal como se define en la
presente memoria descriptiva, y que tiene al menos aproximadamente un 80 % de identidad de la secuencia de
acido nucleico con una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia del polipéptido de LY6 de la secuencia
natural de longitud completa identificada en la presente memoria descriptiva, o cualquier otro fragmento de la
secuencia del polipéptido de LY6 de longitud completa respectiva tal como se identifica en la presente memoria
descriptiva (tal como la codificada por un acido nucleico un acido nucleico que representa solo una porcion de la
secuencia de codificacion completa de un polipéptido de LY6 de longitud completa). Ordinariamente, dichas
variantes de polinucleétidos tendran al menos aproximadamente un 80 % de identidad de la secuencia de acido
nucleico, alternativamente al menos aproximadamente 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 acido nucleico con
una secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia del polipéptido de LY6 de la secuencia natural de longitud
completa respectiva o cualquier otro fragmento de la secuencia del polipéptido de LY6 de longitud completa
respectiva identificada en la presente memoria descriptiva. Dichas variantes de polinucledtidos no abarcan la
secuencia de nucleodtidos natural.

[00029] Ordinariamente, dichas variantes de polinucledtidos varian al menos aproximadamente en 50
nucleétidos de longitud desde el polipéptido de la secuencia natural, alternativamente, la varianza puede ser al
menos aproximadamente de 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 1000
nucleétidos de longitud, en el que en este contexto, el término “aproximadamente” significa la longitud de la
secuencia de nucledtidos a la que se hace referencia mas o menos un 10 % de la longitud a la que se hace
referencia.

[00030] “Porcentaje ( %) de identidad de la secuencia de acido nucleico” con respecto a las secuencias de
acido nucleico que codifican el polipéptido del gen LY6 identificadas en la presente memoria descriptiva se define
como el porcentaje de nucledtidos en una secuencia candidata que son idénticos con los nucleétidos en la
secuencia del acido nucleico del gen LY6 de interés, respectivamente, tras alinear las secuencias e introducir
huecos, si es necesario, para conseguir el maximo porcentaje de identidad de la secuencia. La alineacion con el fin
de determinar el porcentaje de identidad de la secuencia de acido nucleico se puede conseguir de diversas formas
que se encuentran comprendidas dentro de los conocimientos del experto en la materia, por ejemplo, el uso del
software informatico a disposicidn publica tal como el software BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR).
Para los objetivos de la presente memoria descriptiva, sin embargo, el % de valor de identidad de la secuencia de
acido nucleico se genera usando el programa informatico de generacion de secuencias ALIGN-2, en el que el cédigo
fuente completo del programa ALIGN-2 se proporciona en la Tabla 1 a continuacién. El programa informatico de
comparacion de secuencias ALIGN-2 ha sido disefiado por Genentech, Inc. y el cédigo fuente que se muestra en la
Tabla 1 siguiente se ha presentado junto a la documentacion para el usuario en la U.S. Copyright Office, Washington
D.C., 20559, en la que se ha registrado con el U.S. Copyright Registration N°. TXU510087. El programa ALIGN-2
esta publicamente disponible a través de Genentech, Inc., South San Francisco, California o se puede compilar a
partir del cédigo fuente proporcionado en la Tabla 1 a continuacion. El programa ALIGN-2 debe compilarse para el
uso en un sistema operativo UNIX, preferiblemente UNIX digital V4.0D. Todos los parametros de comparacion de
secuencias se configuran mediante el programa ALIGN-2 y no varian.

[00031] En situaciones en las que se emplea ALIGN-2 para las comparaciones de secuencias de &cidos
nucleicos, el % de identidad de la secuencia de acido nucleico de una secuencia C de acido nucleico dada para, o
frente a una secuencia D de acido nucleico dada (que se puede nombrar como una secuencia C de acido nucleico
dada que tiene o comprende algin % de identidad de la secuencia de acido nucleico para, con, o frente a una
secuencia D de acido nucleico dada) se calcula como sigue:

100 veces la fraccion W/Z
en el que W es el nimero de nucleétidos puntuados como correspondencias idénticas mediante el programa ALIGN-
2 de alineacion de secuencias en el que la alineacion del programa de C y D, y e el que Z es el nimero total de

nucleétidos en D. Se apreciara que cuando la longitud de la secuencia C de acido nucleico no es igual a la longitud
de la secuencia D de acido nucleico, el % de identidad de la secuencia de acido nucleico de C y D no sera igual al %
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de identidad de la secuencia de acido nucleico de D y C. Como ejemplos de los calculos del % de identidad de la
secuencia de acido nucleico, las Tablas 4 y 5, demuestran cémo calcular el % de identidad de la secuencia de acido
nucleico de la secuencia de acido nucleico designada “ ADN de Comparacion” con la secuencia de acido nucleico
designada “REF-DNA”, en la que “REF-DNA” representa una secuencia hipotética de acido nucleico que codifica el
gen LY6 de interés, el “ADN de Comparacion” representa la secuencia de nucledtidos de una molécula de acido
nucleico frente a la que la molécula de acido nucleico “REF-DNA” de interés se estd comparando, y “N”, “L” y “V”
representan cada uno diferentes nucleotidos hipotéticos. A no ser que se establezca de manera especifica de otra
manera, todos los valores del porcentaje de identidad de la secuencia de &cido nucleico usados en la presente
memoria descriptiva se obtuvieron tal como se describe en el parrafo inmediatamente anterior usando el programa
informético ALIGN-2.

[00032] En otras realizaciones, los polinucleétidos variantes del gen LY6 son moléculas de acido nucleico que
codifican el polipéptido de LY®6, respectivamente, y que son capaces de hibridarse, preferiblemente con hibridacién y
condiciones de lavado rigurosas, a secuencias de nucleétidos que codifican un polipéptido de LY6 de longitud
completa, respectivamente, tal como se da a conocer en la presente memoria descriptiva. Dichas variantes de
polipéptidos pueden ser aquellas que estan codificadas por dichas variantes de polinucledtidos.

[00033] “Aislado”, cuando se usa para describir los diversos polipéptidos LY6 dados a conocer en la presente
memoria descriptiva, significa un polipéptido 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
podrian interferir normalmente con los usos diagndésticos o terapéuticos del polipéptido y pueden incluir enzimas,
hormonas, y otros solutos proteinicos o no proteinicos. En las realizaciones preferidas, dichos polipéptidos se
purificaran (1) hasta un grado suficiente para obtener al menos 15 restos de la secuencia de aminoacidos interna o
N terminal mediante el uso de un secuenciador de recipiente giratorio, o (2) hasta la homogeneidad mediante SDS-
PAGE en condiciones no reductoras o reductoras usando azul de Coomasie o0, preferiblemente, tincién de plata.
Dichos polipéptidos aislados incluyen los polipéptidos correspondientes in situ en el interior de células
recombinantes, debido a que al menos un componente del polipéptido de LY6 de su entorno natural no estara
presente. Ordinariamente, sin embargo, dichos polipéptidos aislados se prepararan mediante al menos una etapa de
purificacién.

[00034] Un &cido nucleico que codifica un polipéptido de LY6 “aislado” es una molécula de acido nucleico que
se identifica y separa de al menos una molécula de &cido nucleico contaminante con la que esta asociada
normalmente en la fuente natural del acido nucleico que codifica el polipéptido. Cualquiera de las moléculas de acido
nucleico aisladas anteriormente mencionadas es diferente en forma o configuracién de las que se encuentran en la
naturaleza. Cualquiera de dichas moléculas de acido nucleico se distinguen por tanto de la molécula de acido
nucleico que codifica el polipéptido especifico como se encuentran en las células naturales.

[00035] El término “secuencias control” se refiere a las secuencias de AD necesarias para la expresion de una
secuencia de codificacion unida de manera operable en un organismo hospedador particular. Las secuencias control
gue son adecuadas para procariotas, por ejemplo, incluyen un promotor, opcionalmente una secuencia operadora, y
un sitio de unidn al ribosoma. Se conocen células eucariotas que utilizan promotores, sefiales de poliadenilacion, y
potenciadores.

[00036] El acido nucleico esta “unido de manera operable” cuando se coloca en una relacién funcional con otra
secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, el ADN de una presecuencia o lider secretora se une de manera operable
con el ADN de un polipéptido si se expresa como una preproteina que participa en la secrecién del polipéptido; un
promotor o potenciador se une de manera operable a una secuencia de codificacion si afecta a la transcripcion de la
secuencia; o un sitio de unién al ribosoma se une de manera operable a una secuencia de codificacién si se sitla de
tal manera que facilita la traduccion. Generalmente, “unido de manera operable” significa que las secuencias de
ADN que se estan uniendo son contiguas, y, en el caso de la lider secretora, contiguas en la fase de lectura. Sin
embargo, los potenciadores no tienen por qué ser contiguos. La unién se lleva a cabo mediante ligadura en sitios de
restriccion convenientes. Si dichos sitios no existen, se usan adaptadores o enlazadores de oligonucleétidos
sintéticos de acuerdo con la practica convencional.

[00037] Tal como se usa en la presente memoria descriptiva “expresion” como se aplica a expresion génica, se
refiere a la transcripcion de un gen que codifica una proteina para producir un ARNm asi como la traduccién del
ARNm para producir la proteina codificada por el gen. De esta manera, la expresion creciente o decreciente se
refiere a la transcripcidn creciente o decreciente de un gen y/o a la traduccion creciente o decreciente del ARNm
resultante de la transcripcion.
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[00038] Una persona normalmente experta en la técnica determina con facilidad el “rigor” de las reacciones de
hibridacion, y generalmente es un célculo empirico dependiente de la longitud de la sonda, la temperatura de lavado,
y la concentracion salina. En general, sondas mas largas requieren mayores temperaturas para una hibridacion
apropiada, mientras que sondas mas cortas necesitan temperaturas mas bajas. La hibridacion depende
generalmente de la capacidad del ADN desnaturalizado de volverse a hibridar cuando estan presentes las cadenas
complementarias en un entorno por debajo de la temperatura de fusién. Cuanto mayor sea el grado de homologia
deseada entre la sonda y la secuencia hibridable, mayor sera la temperatura relativa que se puede usar. Como
resultado, resulta que temperaturas relativas mas altas tenderian a volver las condiciones de reaccion mas
rigurosas, mientras que temperaturas mas bajas las disminuirian. Para detalles adicionales y una explicacion del
rigor de las reacciones de hibridacion, véase Ausubel y col., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley
Interscience Publishers, (1995).

[00039] “Condiciones rigurosas” o “condiciones de elevado rigor” tal como se define en la presente memoria
descriptiva, se pueden identificar por aquellas que: (1) emplean baja fuerza ionica y elevada temperatura de lavado,
por ejemplo, cloruro de sodio 0,015 M/citrato de sodio 0,0015 M/dodecil sulfato de sodio al 0,1 % en 50EC, (2)
emplean durante la hibridacion un agente desnaturalizante, tal como formamida, por ejemplo, formamida al 50 %
(v/v) con albumina de suero bovino al 0,1 %/ Ficoll al 0,1 %/polivinilpirrolidona al 0,1 %/tampo6n fosfato de sodio 50
mM a pH 6,5 con cloruro de sodio 750 mM, citrato de sodio 75 mM en 42EC; o (3) hibridacién durante la noche en
una disolucién que emplea formamida al 50 %, 5 x SSC (NaCl 0,75 M, citrato de sodio 0,075 M), fosfato de sodio 50
mM (pH 6,8), pirofosfato de sodio al 0,1 %, 5 x disoluciéon de Denhardt, ADN de esperma de salmén sonicado (50
pg/ml), SDS al 0,1 %, y sulfato de dextrano al 10 % en 42EC, con un lavado de 10 minutos en 42EC en 0,2 x SSC
(cloruro de sodio/citrato de sodio) seguido por un lavado con rigor elevado de 10 minutos consistente en 0,1 x SSC
que contiene EDTA en 55EC.

[00040] Se pueden identificar “condiciones moderadamente rigurosas” 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
disolucién de lavado y condiciones de hibridacion (por ejemplo, temperatura, fuerza i6nica y % de SDS) menos
rigurosas tales como las descritas anteriormente. Un ejemplo de condiciones moderadamente rigurosas es la
incubacién durante la noche a 37EC en una disolucién que comprende: formamida al 20 %, 5 x SSC (NaCl 150 mM,
citrato trisédico 15 mM), fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6), 5 x disoluciéon de Denhardt, sulfato de dextrano al 10 %, y
20 mg/ml de ADN de esperma de salmén cizallado desnaturalizado, seguido por el lavado de los filtros en 1 x SSC
en aproximadamente 37-50EC. La persona normalmente experta en la técnica reconocerd como ajustar la
temperatura, la fuerza ionica, etc., a medida que sea necesario para acomodar factores tales como la longitud de la
sonda y similares.

[00041] El término “epitope etiquetado”, cuando se usa en la presente memoria descriptiva se refiere a un
polipéptido quimérico que comprende un polipéptido de LY6, o un agente de unién a un polipéptido de LY6
fusionado a un “polipéptido etiqueta”. El polipéptido etiqueta tiene suficientes restos para proporcionar un epitopo
frente al cual se puede formar un anticuerpo, que sea todavia lo suficientemente corto de tal manera que no
interfiera con la actividad del polipéptido al cual se fusiona. El polipéptido etiqueta es también lo suficientemente
Unico de tal manera que el anticuerpo no reacciona sustancialmente de manera cruzada con otros epitopos. Los
polipéptidos etiqueta adecuados tienen generalmente al menos seis restos de aminoacidos y usualmente entre
aproximadamente 8 y 50 restos de aminoacidos (preferiblemente, entre aproximadamente 10 y 20 restos de
aminoacidos).

[00042] “Activo” o “actividad”, para los objetivos de la presente memoria descriptiva se refiere a la(s) forma(s)
de polipéptidos que retienen una actividad biolégica y/o inmunolégica de un polipéptido nativo que se produce
naturalmente, en el que la actividad “biolégica” se refiere a una funcidon biolégica (tanto inhibidora como
estimuladora) producida por un polipéptido nativo que se produce naturalmente diferente de la capacidad de inducir
la produccién de un anticuerpo frente a un epitopo antigénico poseida por un polipéptido nativo que se produce
naturalmente, y una actividad “inmunolégica” se refiere a la capacidad de inducir la produccion de un anticuerpo
frente a un epitope antigénico poseida por un polipéptido nativo que se produce naturalmente. Un polipéptido activo,
tal como se usa en la presente memoria descriptiva, es un antigeno que se expresa diferencialmente tanto desde
una perspectiva cualitativa como cuantitativa, en un tejido IBD, con respecto a su expresion en un tejido similar que
no esta afectado con IBD.

[00043] El término “antagonista” se usa en el sentido mas amplio, e incluye cualquier molécula que bloquea,
inhibe, o neutraliza parcial o completamente una actividad biolégica de un polipéptido natural dado a conocer en la
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presente memoria descriptiva. Las moléculas antagonistas adecuadas incluyen especificamente anticuerpos
antagonistas o fragmentos de anticuerpos, fragmentos o secuencias de aminoacidos variantes de polipéptidos,
péptidos, oligonucledtidos de sentido contrario, pequefias moléculas organicas, naturales, etc. Los procedimientos
para identificar antagonistas puede comprender poner en contacto dicho polipéptido, incluyendo una célula que
exprese éste, con una molécula agonista 0 antagonista candidata y medir un cambio detectable en una o mas
actividades bioldgicas normalmente asociadas con dicho polipéptido.

[00044] “Tratar” o “tratamiento” o “alivio” se refiere a un tratamiento terapéutico y profilactico o a las medidas
preventivas, en el que el objeto es evitar o retrasar (disminuyendo) la progresion de una enfermedad. El tratamiento
puede referirse también a la modificacion de la progresion de una IBD.

[00045] “Diagnosticar” se refiere al proceso de identificar o determinar las caracteristicas distintivas de una
enfermedad que incluye, sin limitacién, IBD, UC y/o Enfermedad de Crohn. El proceso de diagnosticar se expresa
también algunas veces como tipificacion o clasificacion de la enfermedad basandose en la gravedad de la
progresion de la enfermedad asi como en la localizacién (tal como, por ejemplo, la localizacién en el interior o a lo
largo del tracto gastrointestinal en el que se encuentra la inflamacion y/o la expresién génica alterada).

[00046] Los sujetos que necesitan diagnoéstico incluyen aquellos que experimentan ya una expresion aberrante
de LY6 asi como aquellos propensos a tener o aquellos en los que se va a evitar la expresion aberrante de LY6. Por
consiguiente, un aspecto de la invencion es la deteccion de la respuesta a un farmaco terapéutico en un mamifero
tratado con un agente terapéutico para el tratamiento de la IBD, en el que el procedimiento comprende determinar la
expresion de LY6 en el tejido gastrointestinal de un mamifero de prueba con respecto a un control y determinar que
los niveles de expresion de LY6 estan comprendidos y no son significativamente diferentes de los niveles de
expresion del control normal. En una realizacion, se determina una respuesta terapéutica cuando los niveles de
expresion de LY6 del mamifero tratado con un agente terapéutico son diferentes (la expresion es mas similar al
control normal, es decir, los niveles de expresion de LY6 son inferiores que los niveles de expresion de LY6 que
tenia el mamifero antes del tratamiento).

[00047] Los anteriores parametros para evaluar el tratamiento satisfactorio y la mejora en la enfermedad son
facilmente medibles mediante procedimientos rutinarios familiares para un médico. Para la terapia de la IBD, se
puede medir la eficacia, por ejemplo, evaluando el tiempo de progresion de la enfermedad (TTP) y/o determinando el
indice de respuesta (RR) Se pueden realizar biopsias para evaluar la expresion génica y observar la histopatologia
del tejido gastrointestinal procedente del paciente. La invencién descrita en el presente documento relacionada con
el procedimiento de pronéstico y/o diagndstico implica la determinacion y la evaluacion de la regulacion en exceso
de la expresion del gen LY6.

[00048] “Mamifero” o “sujeto mamifero”, para los objetivos del tratamiento de, aliviar los sintomas de o el
diagnostico de una IBD se refiere a cualquier animal clasificado como un mamifero, incluyendo los seres humanos,
los animales domésticos y de granja, y del zoo, para deportes o animales de compafiia, tales como perros, gatos,
ganado, caballos, ovejas, cerdos, cabras, conejos, hurones, etc. Preferiblemente, el mamifero es un ser humano.

[00049] Administracion “en combinacién con” uno o mas agentes terapéuticos adicionales incluye la
administracion simultanea (concurrente) y consecutiva en cualquier orden.

[00050] “Vehiculos” tal como se usa en la presente memoria descriptiva incluye vehiculos, excipientes, o
estabilizantes farmacéuticamente aceptables que son no téxicos para la célula 0 mamifero que se esta exponiendo a
los mismos a las dosificaciones y concentraciones empleadas. A menudo el vehiculo fisiolégicamente aceptable es
una disolucion acuosa a pH tamponado. Los ejemplos de vehiculos fisiol6gicamente aceptables incluyen tampones
tales como fosfato, citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes que incluyen acido ascorbico; polipéptidos de bajo
peso molecular (menos de aproximadamente 10 restos); proteinas, tales como albumina de suero, gelatina, o
inmunoglobulinas; polimeros hidrofilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina,
asparagina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa, o
dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; alcoholes azucarados tales como manitol o sorbitol; contraiones
formadores de sal tales como sodio; y/o tensioactivos no ionicos tales como TWEENy, polietilenglicol (PEG), y
PLURONICS?.

[00051] Por “fase sélida” o “soporte sdlido” se entiende una matriz no acuosa a la cual se puede adherir o unir

un polipéptido, acido nucleico, anticuerpo o agente de union de LY6. Los ejemplos de fases sélidas abarcados en la
presente memoria descriptiva incluyen las formadas parcial o completamente de vidrio (por ejemplo, vidrio poroso
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controlado), polisacaridos (por ejemplo, agarosa), poliacrilamidas, poliestireno, alcohol polivinilico y siliconas. En
algunas realizaciones, dependiendo del contexto, la fase sélida puede comprender el pocillo de una placa de
ensayo; en otras es una columna de purificacién (por ejemplo, una columna de cromatografia de afinidad). Este
término incluye también una fase soélida discontinua de particulas discretas, tales como las descritas en la Patente
de los Estados Unidos N° 4.275.149.

[00052] Un ‘“liposoma” es una pequefia vesicula compuesta por diversos tipos de lipidos, fosfolipidos y/o
tensioactivos que es (til para la administracion de un farmaco a un mamifero. Los componentes del liposoma se
disponen comUnmente en una formacién en bicapa similar a la disposicién de los lipidos en las membranas
biolégicas.

[00053] Una “molécula pequefa” o “pequefia molécula organica” se define en la presente memoria descriptiva
por tener un peso molecular por debajo de aproximadamente 500 Daltons.

[00054] Una “cantidad eficaz” de un agente antagonista es una cantidad suficiente para producir un efecto
fisiolégico, tal como sin limitaciéon para inhibir, parcial o completamente, la funcién del gen o de su proteina
codificada. Una “cantidad eficaz” se puede determinar de manera empirica y de una manera rutinaria, en relacién
con este objetivo.

[00055] El término “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a un antagonista u otro farmaco eficaz para
“tratar” una enfermedad o trastorno en un sujeto o0 mamifero. En el caso de la IBD, la cantidad terapéuticamente
eficaz del fArmaco restaurara la expresion aberrante de LY6 a niveles fisiolégicos normales; reducira la inflamacién
gastrointestinal, reducira el nimero de lesiones gastrointestinales; y/o aliviarda en alguna extensiéon uno o mas de los
sintomas asociados con la IBD, UC y/o CD. Véase la definicién en la presente memoria descriptiva de “tratar”.

[00056] Una “cantidad inhibidora del crecimiento” de un antagonista es una cantidad capaz de inhibir el
crecimiento de una célula, especialmente un tumor, por ejemplo, una célula cancerosa, tanto in vitro como in vivo. A
efectos de inhibir el crecimiento celular neoplasico, se puede determinar dicha cantidad empiricamente y de una
manera rutinaria.

[00057] Una “cantidad citotéxica” de un antagonista es una cantidad capaz de producir la destruccién de una
célula, especialmente una célula proliferativa, por ejemplo, una célula cancerosa, tanto in vitro como in vivo. A
efectos de inhibir el crecimiento de las células neoplésicas, se puede determinar empiricamente y de una manera
rutinaria.

[00058] El término “anticuerpo” se usa en el sentido mas amplio y cubre de manera especifica, por ejemplo,
anticuerpos monoclonales dirigidos contra LY6 (incluyendo anticuerpos antagonistas y neutralizantes),
composiciones de anticuerpos dirigidos contra LY6 con especificidad poliepitdpica, anticuerpos policlonales,
anticuerpos monocatenarios dirigidos contra LY6, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, biespecificos) y
fragmentos de union a antigeno (véase a continuacion) de todos los anticuerpos anteriormente enumerados siempre
gue presenten la actividad biolégica o inmunolégica deseada. El término “inmunoglobulina” (Ig) se usa
indistintamente con el de anticuerpo en la presente memoria descriptiva.

[00059] Un anticuerpo “aislado” es uno 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
podrian interferir con los usos diagndsticos o terapéuticos del anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas, y
otros solutos proteinicos o no proteinicos. En las realizaciones preferidas, el anticuerpo se purificard (1) hasta mas
de un 95 % en peso del anticuerpo tal como se ha determinado mediante el procedimiento de Lowry, y lo mas
preferible mas de un 99 % en peso, (2) hasta un grado suficiente para obtener al menos 15 restos de la secuencia
de aminoacidos interna o N terminal mediante el uso de un secuenciador de recipiente giratorio, o (3) hasta la
homogeneidad mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras o no reductoras usando azul de Coomasie o,
preferiblemente, tincion de plata. El anticuerpo aislado incluye el anticuerpo in situ en el interior de células
recombinantes debido a que al menos un componente del entorno natural del anticuerpo no estara presente.
Ordinariamente, sin embargo, se preparara el anticuerpo aislado mediante al menos una etapa de purificacién.

[00060] La unidad béasica de anticuerpo de 4 cadenas es una proteina heterotetramera compuesta por dos
cadenas ligeras idénticas (L) y dos cadenas pesadas idénticas (H) (un anticuerpo IgM consiste en 5 unidades
heterotetrameras basicas junto con un polipéptido adicional denominado cadena J, y contiene por tanto 10 sitios de
unién a antigeno, mientras que los anticuerpos IgA secretados pueden polimerizarse para formar ensamblajes
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polivalentes que comprenden 2-5 de las unidades basicas de 4 cadenas junto con la cadena J). En el caso de las
IgG, la unidad de 4 cadenas es generalmente de aproximadamente 150.000 daltons. Cada cadena L esta unida a
una cadena H mediante un enlace disulfuro covalente, mientras que las dos cadenas H estan unidas entre si
mediante uno o0 mas enlaces disulfuro dependiendo del isotipo de la cadena H. Cada cadena H y L tiene también
puentes disulfuro intracadena separados regularmente. Cada cadena H tiene en el extremo N, un dominio variable
(Vn) seguido por tres dominios constantes (Cn) para cada una de las cadenas a y y y cuatro dominios Cy para los
isotipos U y €. Cada cadena L tiene en el extremo N, un dominio variable (V) seguido por un dominio constante (Cy)
en su otro extremo. El V| esta alineado con el Vi y el C. esta alineado con el primer dominio constante de la cadena
pesada (Cul). Se cree que los restos de aminoacidos particulares forman una interfase entre los dominios variables
de la cadena ligera y de la cadena pesada. El emparejamiento de un Vy y un V| juntos forma un Unico sitio de unién
a antigeno. Para la estructura y las propiedades de los diferentes tipos de anticuerpos, véase, por ejemplo, Basic
and Clinical Immunology, 82 edicion, Daniel P. Stites, Abba I. Terr y Tristram G. Parslow (eds.), Appleton & Lange,
Norwalk, CT, 1994, pagina 71 y Capitulo 6.

[00061] Se puede asignar la cadena L de cualquier especie de vertebrado a uno o dos tipos claramente
distintos, denominados kappa y lambda, basandose en las secuencias de aminoéacidos de sus dominios constantes.
Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas (Cu), se pueden
asignar inmunoglobulinas a diferentes tipos o isotipos. Existen cinco tipos de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG, e
IgM, que tienen cadenas pesadas designadas a, d, € y y M, respectivamente. Los tipos y y a se dividen
adicionalmente en subtipos sobre la base de diferencias relativamente menores en la secuencia y la funcion de Cy,
por ejemplo, los seres humanos expresan los siguientes subtipos. IgG1, 19G2, IgG3, 1gG4, IgAl, e IgA2.

[00062] El término “variable” se refiere al hecho de que algunos segmentos de los dominios variables difieren
extensamente en la secuencia entre los anticuerpos. ElI dominio V media en la unién del antigeno y define la
especificidad de un anticuerpo concreto por su antigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no esta
uniformemente distribuida a lo largo de aproximadamente un tramo de 110 aminoacidos de los dominios variables.
En vez de esto, las regiones V consisten en tramos relativamente invariantes denominados regiones marco (FR) de
15-30 aminoacidos separados por regiones mas cortas de extrema variabilidad denominadas “regiones
hipervariables” que son cada una de 9-12 aminoacidos de longitud. Los dominios variables de las cadenas pesada y
ligera naturales comprenden cada uno cuatro FR, que adoptan en gran parte una configuracién en lamina 8, que
adoptan en gran parte una configuracion en lamina 3, conectada por tres regiones hipervariables, que forman bucles
gque se conectan, y en algunos casos forman parte de, la estructura de la ldmina B. Las regiones hipervariables en
cada cadena se mantienen juntas en estrecha proximidad mediante las FR y, con las regiones hipervariables
procedentes de la otra cadena, contribuyen a la formacion del sitio de unién al antigeno de los anticuerpos (véase,
Kabat y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD. (1991)). Los dominios constantes no estan implicados directamente en la unién de un
anticuerpo a un antigeno, pero presentan diversas funciones efectoras, tales como la participacién del anticuerpo en
la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC).

[00063] El término “regién hipervariable” cuando se usa en la presente memoria descriptiva, se refiere a los
restos de aminoacidos de un anticuerpo que son responsables de la unién al antigeno. La regién hipervariable
comprende generalmente restos de aminoacidos de una “regién determinante de la complementariedad” o “CDR”
(por ejemplo, en torno a aproximadamente los restos 24-34 de Kabat (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en la V., y en
torno a aproximadamente los restos 31-35B de Kabat (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3) en la V4 (Kabat y col.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD. (1991)) y/o los restos de un “bucle hipervariable” (por ejemplo, en torno a aproximadamente los
restos 26-32 de Chothia (L1), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en la V\, y 26-32 (H1), 52A-55 (H2) y 96-101 (H3) en la Vy
(Chothia 'y Lesk J. Mol. Biol. 196: 901-917 (1987)).

[00064] El término “anticuerpo monoclonal” tal como se usa en la presente memoria descriptiva se refiere a un
anticuerpo de una poblacion de anticuerpos sustancialmente homélogos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacién son idénticos y/o se unen al(a los) mismo(s) epitopo(s), excepto por posibles variantes que
pueden surgir durante la produccion del anticuerpo monoclonal, estando presentes generalmente dichas variantes
en cantidades menores Dicho anticuerpo monoclonal incluye normalmente un anticuerpo que comprende una
secuencia polipeptidica que se une a una diana, en la que la secuencia polipéptidica que se une a la diana se obtuvo
mediante un procedimiento que incluye la seleccién de una Unica secuencia polipeptidica diana entre una pluralidad
de secuencias polipeptidicas. Por ejemplo, el procedimiento de seleccidon puede ser la seleccion de un UGnico clon
entre una pluralidad de clones, tales como un combinado de clones de hibridoma, clones de fago, o clones de ADN
recombinante. Debe entenderse que la secuencia de union diana seleccionada se puede alterar adicionalmente, por
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ejemplo, para mejorar la afinidad por la diana, para humanizar la secuencia de unién a la diana, para mejorar su
produccién en un cultivo celular, para reducir su inmunogenicidad in vivo, para crear un anticuerpo multiespecifico,
etc, y que un anticuerpo que comprende la secuencia de unién diana alterada es también un anticuerpo monoclonal.
En contraste a las preparaciones de anticuerpo policlonal que incluyen normalmente diferentes anticuerpos dirigidos
contra diferentes determinantes (epitopes), cada anticuerpo monoclonal de una preparacion de anticuerpos
monoclonales se dirige contra un Unico determinante o un antigeno. Adicionalmente a su especificidad, las
preparaciones de anticuerpos monoclonales son ventajosas en que estdn normalmente sin contaminar por otras
inmunoglobulinas. El modificador “monoclonal” indica el caracter del anticuerpo que se ha obtenido de una poblacion
sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no se construye como produccién que necesita del anticuerpo
mediante cualquier procedimiento particular: Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que se van a usar de
acuerdo con la presente invencion se pueden realizar mediante una variedad de técnicas, que incluyen, por ejemplo,
el procedimiento del hibridoma (por ejemplo, Kohler y col., Nature, 256: 495 (1975); Harlow y col., Antibodies: A
Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 22 ed. 1988); Hammerling y col., en: Monoclonal
Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-681, (Elsevier, N.Y., 1981)), recombinant DNA methods (véase., Patente de
los Estados Unidos N°. 4.816.567), tecnologias de expresion en fagos (véanse, por ejemplo, Clackson y col., Nature,
352: 624-628 (1991); Marks y col., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991); Sidhu y col., J. Mol. Biol. 338(2): 299-310
(2004); Lee y col., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 101(34): 12467-12472
(2004); y Lee y col. J. Immunol. Methods 284(1-2): 119-132 (2004), y tecnologias para producir anticuerpos
humanos o similares a humanos en animales que tienen partes de todos los loci o genes de la inmunoglobulina
humana que codifican las secuencias de la inmunoglobulina humana (véanse, por ejemplo, WO 1998/24893; WO
1996/34096; WO 1996/33735; WO 1991/10741; Jakobovits y col., Proc. Natl. Acad Sci. USA, 90: 2551 (1993);
Jakobovits y col., Nature, 362: 255-258 (1993); Bruggemann y col., Year in Immuno, 7: 33 (1993); Patentes de los
Estados Unidos N° 5.545.806; 5.569.825; 5.591.669 (todas de GenPharm); 5.545.807; Documento WO 1997/17852;
Patentes de los Estados Unidos. 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; y 5.661.016; Marks y col.,
Bio/Technology, 10: 779-783 (1992); Lonberg y col., Nature, 368: 856-859 (1994); Morrison, Nature, 368: 812-813
(1994); Fishwild y col., Nature Biotechnology, 14: 845-851 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology, 14: 826 (1996);
y Lonberg y Huszar, Intern. Rev. Immunol., 13: 65-93 (1995).

[00065] Los anticuerpos “quiméricos” (inmunoglobulinas) tienen una porcién de la cadena pesada y/o ligera
idéntica con u homoéloga a las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o
gue pertenecen a un tipo o subtipo particular de anticuerpo, mientras que el resto de la(s) cadena(s) es idéntico con
u homologo a las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de otras especies 0 que pertenecen a otro
tipo o subtipo de anticuerpo, asi como a los fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que presenten la actividad
biologica deseada (Patente de los Estados Unidos N° 4.816.567; y Morrison y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:
6851-6855 (1984)). El anticuerpo humanizado como se usa en la presente memoria descriptiva es un subconjunto
de anticuerpos quiméricos.

[00066] Las formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por ejemplo, de murino) son anticuerpos
guiméricos que contienen la secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. Para la mayor parte, los
anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor o aceptor) en las que los restos de la
region hipervariable del receptor se sustituyen por restos de la region hipervariable de una especie no humana
(anticuerpo donante) tal como raton, rata, conejo o primate no humano que tiene la especificidad, afinidad, y
capacidad deseadas. En algunos ejemplos, restos de la region marco Fv (FR) de la inmunoglobulina humana se
sustituyen por los restos no humanos correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender
restos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se realizan
para refinar adicionalmente el comportamiento del anticuerpo tal como la afinidad de unién. Generalmente, el
anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y normalmente dos, dominios
variables, en los que todos o sustancialmente todos los bucles hipervariables corresponden a los de una
inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las regiones FR son las de una secuencia de la
inmunoglobulina humana, aunque las regiones FR pueden incluir una o mas sustituciones de aminoacidos que
mejoran la afinidad de union. El nimero de estas sustituciones de aminoacidos en las FR es normalmente de no
mas de 6 en la cadena H, y de no mas de 3 en la cadena L. El anticuerpo humanizado comprendera también
opcionalmente al menos una porcién de una regidn constante de inmunoglobulina (Fc), normalmente de una
inmunoglobulina humana. Para detalles adicionales, véanse Jones y col., Nature 321: 522-525 (1986); Reichmann y
col., Nature 332: 323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2: 593-596 (1992).

[0067] “Fragmentos de anticuerpo” comprende una porciéon de un anticuerpo intacto, preferiblemente la region de

unién al antigeno o variable del anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmento de anticuerpo incluyen fragmentos
Fab, Fab’, F(ab’),, y Fv; diacuerpos, anticuerpos lineales (véase Patente de los Estados Unidos N° 5.641.870,
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Ejemplo 2; Zapata y col., Protein Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]); moléculas de anticuerpo monocatenario; y
anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo.

[068] La digestion con papaina de los anticuerpos produce dos fragmentos de union a antigeno idénticos,
denominados fragmentos “Fab”, y un fragmento “Fc” residual, una designacion que refleja la capacidad de cristalizar
facilmente. El Fragmento Fab consiste en una cadena L completa junto con el dominio de la region variable de la
cadena H (VH), y el primer dominio constante de una cadena pesada (Cn1). Cada fragmento Fab es monovalente
con respecto a la union al antigeno, es decir, tiene un Unico sitio de unién a antigeno. El tratamiento con pepsina de
un anticuerpo da como resultado un Unico fragmento grande F(ab’), que corresponde de manera grosera a dos
fragmentos Fab unidos por enlace disulfuro que tienen una actividad de unién a antigeno divalente y son todavia
capaces de la reticulacion del antigeno. Los fragmentos Fab’ difieren de los fragmentos Fab porque tienen unos
pocos restos adicionales en el extremo carboxilo del dominio Cx1 que incluyen una o mas cisteinas que proceden de
la regién de bisagra del anticuerpo. Fab’-SH es la designacién en la presente memoria descriptiva de Fab’ en que
el(los) resto(s) de cisteina de los dominios constantes soporta un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo
F(ab"). se produjeron originalmente como parejas de fragmentos Fab’ que tienen cisteinas bisagra entre ellos. Se
conocen también otros acoplamientos quimicos de los fragmentos de anticuerpo.

[069] El fragmento Fc comprende las porciones carboxiterminales de ambas cadenas H mantenidas juntas
mediante disulfuros. Las funciones efectoras de los anticuerpos se determinan por las secuencias en la region Fc,
cuya regién es también la parte reconocida por los receptores Fc (FCR) que se encuentran en algunos tipos de
células.

[070] El fragmento “Fv” es el fragmento minimo de anticuerpo que contiene un sitio de reconocimiento y un
sitio de union a antigeno completos. Este fragmento consiste en un dimero de un dominio variable de la cadena
pesada y un dominio variable de la cadena ligera en estrecha asociacion no covalente. Del plegado de estos dos
dominios emanan seis bucles hipervariables (3 bucles cada uno de la cadena H y la cadena L) que contribuyen a los
restos de aminoacidos de la unién al antigeno y confieren especificidad de unién al antigeno para el anticuerpo. Sin
embargo, incluso un Unico dominio variable (o la mitad de u Fv que comprende Unicamente 3 CDR especificas de un
antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse al antigeno aunque con una afinidad inferior que el sitio de unién
completo.

[071] “Fv_monocatenario”, abreviado también como “sFv’ o “scFv’ son fragmentos de anticuerpo que
comprenden los dominios Vy y V| del anticuerpo conectados en una Unica cadena polipeptidica. Preferiblemente, el
polipéptido sFv comprende ademas un polipéptido enlazador entre los dominios V4 y Vi que permite que el sFv
forme la estructura deseada para la union del antigeno. Para una revision de sFv, véanse Pluckthun en The
Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, Nueva York, pp.
269-315 (1994); Borrebaeck 1995, mas abajo.

[072] Tal como se usa en la presente memoria descriptiva “polipéptidos de unién a LY6” es un oligopéptido
gue se une, preferiblemente de manera especifica, a un polipéptido, ligando o componente de sefializacién de LY6,
respectivamente, o a una porcién de union de LY6 o uno de sus fragmentos. Dichos oligopéptidos pueden
sintetizarse quimicamente usando metodologia de sintesis de oligopéptidos conocida o se pueden preparar y
purificarse usando tecnologia recombinante. Dichos oligopéptidos tienen normalmente al menos aproximadamente 5
aminoéacidos de longitud, alternativamente al menos aproximadamente 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, 0 100 aminoacidos de longitud o mas. Dichos
oligopéptidos se pueden identificar sin experimentacion innecesaria usando técnicas bien conocidas. A este
respecto, es de sefialar que las técnicas para el cribado de oligopéptidos para oligopéptidos que son capaces de
unirse especificamente a un polipéptido diana son bien conocidas en la técnica (véanse, por ejemplo, Patentes de
los Estados Unidos 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;
Publicaciones PCT N° WO 84/03506 y WO84/03564; 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. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 6378 (1990); Lowman, H.B. y col. Biochemistry,
30: 10832 (1991); Clackson, T. y col. Nature, 352: 624 (1991); Marks, J. D. y col., J. Mol. Biol., 222: 581 (1991);
Kang, A.S. y col. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 8363 (1991), y Smith, G. P., Current Opin. Biotechnol., 2: 668
(1991).

[073] Un antagonista de LY6 (por ejemplo, anticuerpo, polipéptido, oligopéptido o molécula pequefia) “que se
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une” a un antigeno diana de interés, por ejemplo, LY6 es uno que se une a la diana con suficiente afinidad con el fin
de hacer un diagndstico, prondstico y/o un agente terapéutico util en el direccionamiento de una célula o la expresién
tisular del antigeno, y no reacciona en cruzado significativamente con otras proteinas. La extension de la uniéon a un
polipéptido marcador no deseado sera inferior de aproximadamente el 10 % de la unién a la diana deseada
particular, determinable mediante técnicas convencionales tales como el analisis de clasificacion celular activada por
fluorescencia (FACS) o la radioinmunoprecipitacion (RIA).

[074] Ademas, el término “unién especifica” o “se une especificamente a” o es “especifico de” un polipéptido
de LY6 particular o un epitopo de un polipéptido de LY6 diana particular significa que esta unién se puede medir de
una manera diferente a una interacciébn no especifica. La union especifica se puede medir, por ejemplo,
determinando la unién de una molécula en comparacién con la unién de una molécula del control, que generalmente
es una molécula de estructura similar que no tiene actividad de union. Por ejemplo, se puede determinar la union
especifica mediante competicion con una molécula control que es similar a la diana, por ejemplo, un exceso de
diana no marcada En este caso, la union especifica esta indicada si la union de la diana marcada a una sonda se
inhibe competitivamente por exceso de la diana no marcada. En una realizacion, dichos términos se refieren a la
unién en la que una molécula se une a un polipéptido o epitope particular en un polipéptido particular sin unirse
sustancialmente a cualquier otro polipéptido o epitope de polipéptido. Alternativamente, dichos términos se pueden
describir mediante una molécula que tiene una kd para la diana de al menos aproximadamente 10* M, 10° M, 10°
M, 107 M, 10° M, 10° M, 10 M, 10 M, 10"** M, 0 mas.

[075] Una célula o tejido gastrointestinal que “expresa en exceso” LY6 si se muestra que la célula o tejido
tiene un aumento de acido nucleico que codifica LY6 en las células o si esta célula o tejido produce y secreta en
exceso la proteina LY6, en comparacion con una célula o tejido gastrointestinal normal del mismo tipo de tejido.
Dicha expresion en exceso puede ser el resultado de la amplificacién génica o de una transcripcién o traduccion
aumentada. Se conocen diversos ensayos diagnésticos o pronésticos que miden los niveles de expresion alterados
dando como resultado nubles crecientes o decrecientes en la superficie celular o niveles crecientes o decrecientes
de la proteina secretada e incluyen, sin limitacién, un ensayo de inmunohistoquimica usando anticuerpos dirigidos
contra LY6, analisis FACS, etc. Alternativamente, se pueden medir los niveles del acido nucleico o el ARNm que
codifica LY6 en la célula, por ejemplo, mediante hibridacion in situ fluorescente usando una sonda basada en acido
nucleico que corresponde a un acido nucleico que codifica LY6 o uno de sus complementos; (FISH; véase el
documento W098/45479 publicado en octubre de 1998), técnicas de transferencia Southern, transferencia Northern,
o0 reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), tales como PCR cuantitativa en tiempo real (RT-PCR).
Alternativamente, la expresién en exceso del polipéptido de LY6 es determinable midiendo el antigeno vertido en un
fluido biol6gico tal como suero, usando, por ejemplo, ensayos basados en anticuerpos (véanse también por ejemplo,
la Patente de los Estados Unidos N° 4.933.294 otorgada el 12 de junio de 1990; documento W091/05264 publicado
el 18 de abril de 1991; Patente de los Estados Unidos 5.401.638 otorgado el 28 de marzo de 1995; y Sias y col., J.
Immunol. Methods 132: 73-80 (1990)). Ademas de los anteriores ensayos, estan disponibles para el profesional
experto algunos ensayos in vivo. Por ejemplo, se pueden exponer células en el interior del cuerpo del paciente a un
anticuerpo que esta opcionalmente marcado con un marcador detectable, por ejemplo, un isétopo radioactivo, y se
puede evaluar la unién del anticuerpo a las células en el paciente, por ejemplo, mediante barrido externo de la
radioactividad o analizando una biopsia tomada de un paciente previamente expuesto al agente terapéutico.

[076] Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “inmunoadhesina” designa moléculas
de tipo anticuerpo que se combinan con la especificidad de unién de una proteina heteréloga (una “adhesina”) con
las funciones efectoras de los dominios constantes de la inmunoglobulina. Estructuralmente, las inmunoadhesinas
comprenden una funcién de una secuencia de aminoacidos con la especificidad de unién deseada que es diferente
de la de la del reconocimiento del antigeno y el sitio de unién de un anticuerpo (es decir, es “heterdloga”), y una
secuencia del dominio constante de la inmunoglobulina la parte de la adhesina de una molécula de inmunoadhesina
normalmente es una secuencia contigua de aminoacidos que comprende al menos el sitio de union de un receptor o
un ligando. La secuencia del dominio constante de la inmunoglobulina en la inmunoadhesina se puede obtener de
cualquier inmunoglobulina, tal como los subtipos 1gG-1, 1gG-2, IgG-3, 0 19G-4, IgA (incluyendo IgA-1 e IgA-2), IgE,
IgD o IgM.

[077] La palabra “marcador” cuando se usa en la presente memoria descriptiva se refiere a un compuesto o
composicion detectable que se conjuga directa o indirectamente con el anticuerpo, oligopéptido u otra molécula
organica de tal manera que genera un anticuerpo, oligopéptido u otra molécula organica marcada. El marcador
puede ser detectable por si mismo (por ejemplo, marcadores de radiois6topo o marcadores fluorescentes) o, en el
caso de un marcador enzimatico, puede catalizar la alteracién quimica de un compuesto o composicion sustrato que
es detectable.
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[078] El término “agente citotoxico” tal como se usa en la presente memoria descriptiva se refiere a una
sustancia que inhibe o evita la funcién de las células y/o produce la destruccion de las células. Se pretende que el
término incluya isétopos radioactivos (por ejemplo, At**, 1'% 1'% Y% Re™® Rev'®®, sm'®, Bi?*?, P* e isétopos
radioactivos de Lu), agentes quimioterapéuticos, enzimas y sus fragmentos tales como enzimas nucleoliticas,
antibidticos, y toxinas tales como pequefias moléculas de toxinas o toxinas enzimaticamente activas de origen
bacteriano, fungico, plantas o animales, incluyendo fragmentos y/o sus variantes, y los diversos agentes
antitumorales o anticancerosos dados a conocer a continuacion. Se describen a continuacién otros agentes
citotoxicos. Un agente tumoricida produce la destruccion de las células tumorosas.

[079] Un “agente quimioterapéutico” o “agente terapéutico” es un compuesto quimico Util en el tratamiento de
un trastorno o enfermedad. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos o terapéuticos para el tratamiento de la IBD
incluyen sin limitacién farmacos antiinflamatorios de sulfasalazina y acido 5-aminosalisilico (5-ASA); el Metroidazol y
la ciprofloxacina son similares en eficacia a la sulfasalazina y parecen ser particularmente Utiles para el tratamiento
de la enfermedad perianal; en los casos mas graves, los corticoesteroides son eficaces en el tratamiento de las
exacerbaciones y pueden incluso mantener la remision; azatioprina, 6-mercaptopurina, y metotrexato han mostrado
también éxitos en pacientes que requieren la administracion cronica de corticoesteroides; Los farmacos
antidiarreicos pueden proporcionar también alivio sintomatico en algunos pacientes; la terapia nutricional o la dieta
elemental pueden mejorar el estado nutricional de los pacientes e inducir la mejora sintomatica de la enfermedad
aguda; los antibiéticos se usan en el tratamiento secundario del crecimiento bacteriano en exceso en el intestino
delgado y en el tratamiento de las complicaciones pidgenas. Los agentes quimioterapéuticos de la IBD incluyen
ademas agentes biologicos y otros agentes como los que siguen: anticuerpos dirigidos contra beta7 (véase, por
ejemplo, documento W02006026759), anticuerpos dirigidos contra alfa4 (tales como ANTEGEN®) anticuerpo
dirigido contra TNF (REMICADE®)) o compuestos sin proteinas que incluyen, sin limitacion, compuestos 5-ASA,
ASACOL®, PENTASA™, ROWASA™, COLAZAL™, y otros compuestos tales como Purinetol y esteroides tales
como prednisona. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos para el tratamiento del céancer incluyen
hidroxiureataxanos (tales como paclitaxel y doxetaxel) y/o antibiéticos de antraciclina; agentes alquilantes tales como
tiotepa y la ciclofosfamida CYTOXAN7; alquil sulfonatos tales como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas
tales como benzodopa, carbocuona, meturedopa, y uredopa; etileniminas y metilamelaminas que incluyen
altetramina, trietilenmelamina, trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida y trimetilolomelaimina; acetogeninas
(especialmente bulatacina y bulatacinona); delta-9-tetrahidrocannabinol (dronabinol, MARINOL7); beta-lapacona;
lapacol; colchicinas; acido betulinico; una camptotecina (incluyendo el andlogo sintético topotecan (HYCAMTIN7),
CPT-11 (irinotecan, CAMPTOSARY7), acetilcamptotecina, escopolectina, y 9-aminocamptotecina); brioestatina;
caliestatina; CC-1065 (incluyendo sus analogos sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina); podofilotoxina;
acido podofilinico; tenipésido; criptoficinas (particularmente criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina
(incluyendo los analogos sintéticos, KW-2189 y CB1-TM1); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictiina;
espongistatina; mostazas de nitrégeno tales como clorambucilo, clornafazina, colofosfamida, estramustina,
ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de O&xido de mecloretamina, melfalan, novembicina, fenesterina,
prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosureas tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina,
lomustina, nimustina, y ranimnustina: antibioticos tales como los antibiéticos de enediina (por ejemplo, calicamicina,
especialmente calicamicina gamma 1l y calicamicina omega 11 (véase por ejemplo., Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33:
183-186 (1994)); dinemicina, incluyendo dinemicina A; una esperamicina; asi como neocarzinostatina croméforo y
cromoproteinas relacionadas cromoéforos de antibiéticos de enediina), aclacinomisinas, actinomicina, autramicina,
azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina,
daunorubicina, detorubicina, 6-diazo-5-oxo-1-norleucina, ADRIAMYCIN7 doxorubicina (incluyendo morfolino-
doxorubicina, cianomorfolinodoxorubicina, 2-pirrolino-doxorubicina y desoxidoxorubicina), epirubicina, esorubicina,
idarubicina, marcelomicina, mitomicinas tales como mitomicina C. acido micofendlico , nogalamicina, olivomicinas,
peplomicina, porfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina,
ubenimex, zinostatina, zorubicina; anti-metabolitos tales como metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos de
acido fdlico tales como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de purina tales como
fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina tales como ancitabina, azacitidina. 6-
azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; andrégenos tales como
calusterona, propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; antiadrenérgicos tales como
aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reforzador de &cido félico tal como acido frolinico; aceglatona; aldofosfamida
glicésido; acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina;
demecolcina; diazicuona; elfomitina; acetato de eliptinio; una epotilona; etoglicido; nitrato de galio; hidroxiurea;
lentinano; lonidainina; maitansinoides tales como maitansina y ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona,;
mopidanmol; nitraerina; pentostatina; fenamet; pirarubicina; losoxantrona; 2-etilhidrazida; procarbazina; complejo
PSK7 de polisacaridos (JHS Natural Products, Eugene, OR); razoxano; rizoxina; sizofirano; espirogermanio; acido
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tenuazonico ; triazicuona; 2,2’,2"-triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina T-2 , verracurina A, roridina A
y anguidina); uretano; vindesina (ELDISINE7, FILDESIN7); dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol;
pipobroman; gacitosina; arabinosido ("Ara-C"); tiotepa; taxoides, por ejemplo, paclitaxel TAXOL7 (Bristol-Myers
Squibb Oncology, Princeton, N.J.), ABRAXANETM exento de croméforo, formulacién de nanoparticulas de albumina
genomanipuladas de (American Pharmaceutical Partners, Schaumberg, lllinois), y doxetaxel TAXOTERE7 (Rhoéne-
Poulenc Rorer, Antony, Francia); clorambucilo; gemcitabina (GEMZARTY); 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato;
analogos de platino tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina (VELBAN7Y); platino; etoposido (VP-16);
ifosfamida; mitoxantrona; vincristina (ONCOVIN7); oxaliplatino; leucovovina; vinorelbina (NAVELBINE7?); novantrona;
edatrexato; daunomicina; aminopterina; ibandronato; inhibidor de la topoisomerasa RFS 2000; difluorometilomitina
(DMFOQ); retinoides tales como &cido retinoico; capecitabina (XELODA7Y); sales, acidos o derivados de cualquiera de
los anteriores farmacéuticamente aceptables; asi como combinaciones de dos 0 mas de los anteriores tales como
CHOP, una abreviatura para una terapia combinada de ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, y prednisolona, y
FOLFOX, una abreviatura para un régimen de tratamiento con oxaliplatino (ELOXATINTM) combinado con 5-FU y
leucovovina.

[080] El término “citocina” es un término genérico para las proteinas liberadas por una poblaciéon de células
gue actdan en otras células como mediadores intercelulares. Los ejemplos de dichas citocinas son linfocinas,
monocinas, y hormonas polipeptidicas tradicionales. Incluidas entre las citocinas estan las hormonas del crecimiento
tales como la hormona humana del crecimiento , N-metionil hormona humana del crecimiento, y la hormona bovina
del crecimiento; la hormona paratiroidea; la tiroxina; insulina; proinsulina; relaxina; prorelaxina, hormonas de
glicoproteinas tales como la hormona estimulante del foliculo (FSH), la hormona estimulante del tiroides (TSH), y la
hormona luteneizante (LH); el factor hepatico del crecimiento; factor de crecimiento de los fibroblastos; prolactina;
lactogeno placentario; factor a y B de necrosis tumoral; sustancia inhibidora mulleriana; péptido asociado a
gonadotropina de raton; inhibina; activina; factor de crecimiento endotelial vascular; integrina; trombopoyetina (TPO),
factores de crecimiento nervioso tales como NGF-B; factor de crecimiento plaquetario; factores de crecimiento
transformantes (TGF) tales como TGF-a y TGF-B; factor | y Il de crecimiento tipo insulina; eritropoyetina (EPO);
factores osteoinductores; interferones tales como interferones a, f, y y; factores estimulantes de colonias (CSF) tales
como macréfago-CSF (M-CSF); granulocito-macréfago-CSF (GM-CSF); y granulocito-CSF (G-CSF); interleucinas
(IL) tales como IL-1, IL- 1a, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-11, IL-12; un factor de necrosis tumoral tal
como TNF-a o TNF-B; y otros factores polipeptidicos que incluyen el ligando LIF y kit (KL). Tal como se usa en la
presente memoria descriptiva, el término citocina incluye proteinas procedentes de fuentes naturales o procedentes
de cultivos celulares recombinantes y equivalentes biolégicamente activos de las citocinas de secuencias naturales.

[081] El término “prospecto” se usa para referirse a las instrucciones personalizadas incluidas en los envases
comerciales de los productos terapéuticos, que contienen informacion acerca de las indicaciones, utilizacion,
dosificacién, administracién, contraindicaciones y/o advertencias que se refieren al uso de dichos productos
terapéuticos

[082] “Epitelios”, “epitelial” y “epitelio” se refiere a la cubierta celular de las superficies corporales internas y
externas (cutanea, mucosa y serosa), que incluye las glandulas y otras estructuras derivadas de las anteriores, por
ejemplo, cérnea, esofagica, epidérmica, y las células epiteliales foliculares del cabello. Otros tejidos epiteliales a
modo de ejemplo incluyen: epitelio olfatorio — el epitelio pseudoestratificado que tapiza la region olfatoria de la
cavidad nasal, y que contiene los receptores del sentido del olfato; epitelio glandular — el epitelio compuesto por
células secretoras del epitelio escamoso; epitelio escamoso — el epitelio que comprende una o mas capas de
células, la mas superficial de las cuales esta compuesta de células planas similares a escamas o similares a placas.
El epitelio puede también referirse al epitelio de transicién, similar al que se encuentra caracteristicamente tapizando
organos huecos que estan sometidos a un gran cambio mecéanico debido a la contraccién y a la distension, por
ejemplo, el tejido que representa una transicion entre el epitelio escamoso estratificado y el epitelio columnar.

[083] El “estado de crecimiento” de una célula se refiere a la velocidad de proliferacién de la célula y/o al
estado de diferenciacion de la célula. Un “estado de crecimiento alterado” es un estado de crecimiento caracterizado
por una velocidad anormal de proliferacion, por ejemplo, una célula que presenta una velocidad creciente o
decreciente de proliferacién con respecto a una célula normal.

[084] El término “LY6” o “polipéptido de LY6” se usa en la presente memoria descriptiva para referirse
genéricamente a cualquiera de los homdlogos de mamiferos de la familia del gen LY6 de mamiferos. El término
“LY6" se puede usar para describir la proteina o el acido nucleico.

[085] El término “expresién en exceso” tal como se usa en la presente memoria descriptiva, se refiere a los
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niveles celulares de expresion génica de un tejido que son superiores a los niveles de expresién normales de este
tejido. El término “expresion en defecto” tal como se usa en la presente memoria descriptiva, se refiere a los niveles
celulares de expresién génica de un tejido que son inferiores a los niveles de expresién normales de este tejido. En
cualquier caso, la expresion superior o inferior es significativamente diferente de la expresién normal en las
condiciones controladas del estudio.

[086] Un “control” incluye una muestra obtenida para uso en la determinacion de los niveles iniciales o la
expresion normal o la actividad en un mamifero que no experimenta la IBD. De acuerdo con esto, se puede obtener
una muestra del control mediante numerosos medios, que incluyen de tejidos o células no afectados por la
inflamacién y/o la IBD, UC o CD (tal como se determina mediante técnicas normalizadas), de células o tejidos sin
IBD, por ejemplo, de las células de un sujeto que no experimenta IBD; de sujetos que no tienen una IBD,
enfermedad de Crohn, o trastorno de colitis ulcerosa; de sujetos no sospechosos de estar en riesgo de una IBD, CD
0 UC; o de las células o lineas de células derivadas de dichos sujetos. Un control incluye también un patrén
previamente establecido. Para los ensayos, tales como los ensayos de ARNm, que incluyen los ensayos de
micromatriz, un control puede ser un control universal. Dicho control universal se refiere a la informacién de la
expresion del ARN de un gen LY6 concreto obtenido del ARN aislado de una mezcla de tejidos sanos o de una
mezcla de lineas celulares derivadas de diversos tejidos tales como, sin limitacion, los ARN universales de
referencia dados a conocer en la presente memoria descriptiva. De acuerdo con esto, cualquier prueba o ensayo
llevado a cabo de acuerdo con la invencion se puede comparar con el patron establecido y puede no ser necesario
obtener una muestra del control para comparacién cada vez.
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/* value of a match with a stop */

M

* maitch with stop is _M; stop-stop = 0; J (joker) match =0

*/

* C-C increased from 12 to |5
* Z is average of EQ

* B is average of ND
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Tabla 1 (cont. 1)

_||I'i

*/

Hinclude <stdio.h>

#include <crype.h>

#define MAXIMP 16 /* max jumps in a diag */

#idefine MAXGAP 24 /* don't continue to penalize gaps larger than this */
#define JMPS 1024  /* max jmps in an path */

Hdefine MX 4 /* save if there's at least MX-1 bases since last jmp */
Hdefine DMAT 3 /* value of matching bases */

#define DMIS 0 /* penalty for mismaitched bases */

#Hdefine DINSO 8 /* penalty for a gap */

#define DINS] 1 /* penalty per base */

#define PINSO 8 /* penalty for a gap */

#define PINSI 4 /* penalty per residue */

struct jmp {
short

n[MAXIMP];  /* size of jmp (neg for dely) */

unsigned short x[MAXJMP];  /* base no. of jmp in seq x */

¥

/* limits seq to 2*16 -1 */

struct diag {
int score; {* score at last jmp */
long offset; /* offset of prev block */
short ijmp; /* current jmp index */
struct jmp i /* list of jmps */
h
struct path {
int i /* number of leading spaces */
short n[JMPS]; /* size of jmp (gap) */
int x[IMPS); /* loc of jmp (last elem before gap) */
¥
char *ofile; /* output file name */
char *namex[2]; /* seq names: getseqs( ) */
char *prog, /* prog name for err msgs */
char *seqx[2]; /* seqs: getseqs( ) */
int dmax; * best diag: nw( ) */
int dmax0; /* final diag */
int dna; /* set if dna: main( ) */
int endgaps; /* set if penalizing end gaps */
int £apx, gapy, /* total gaps in seqs */
int len0, lenl; /* seq lens */
int ngapx, ngapy, /* total size of gaps */
int smax; /* max score: nw( ) */
int *xbm; /* bitmap for matching */
long offset; /* current offset in jmp file */
struct  diag  *dx; /* holds diagonals */
struct path  pp[2]; /* holds path for seqs */
char *calloc( ). *malloc( ), *index( ), *strepy( );
char *getseq( ), *g_calloe( );
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Tabla 1 (cont. 2)

/* Needleman- Wunsch alignment program
L]

* usage: progs filel file2

* where filel and file2 are two dna or rwo 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 elemenis ACGTU is assumed to be DNA
Output is in the file "align.out”

* 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

o)

#include “nw.h"

#Hinclude "day.h"

static _dbval[26] = |
7,14.2,13.0,0.4,11,0,0,12,0,3,15.0,0,0,5.6.8.8.7,9.0,10.0
HE

static _pbval[26] = {
1. 2[{1<<{'D'-" A1 <<("N'-'A"), 4, B, 16, 32, 64,
128, 256, OxFFFFFFF, 1=<10, 1=<11, 1=<<12, 1=<13, 1=<14,
1==15, 1=<<16, 1<<17, 1<<I8§, 1=<19, I<<20, 1=<21, 1=<22,
1<<23, 1<<24, 1<<25|(1<<(E~"AN|(1<<('Q""'A"))

B

main{ac, av)
int ac;
char  *av[];

prog = av[0];

if (ac '=3) |
fprintfisiderr,"usage: %s file] file2\n", prog);
fprintfistderr,"where filel and file2 are two dna or two protein sequences.\n");
fprintfisiderr,"The sequences can be in upper- or lower-case\n");
fprinif{stderr,” Any lines beginning with ;" or "<' are ignored'n™);
fprintfisiderr,"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.om"; /* output file */

nw{ ) /* fill in the matrix, get the possible jmps */
readjmps( ) /* get the actual jmps */

print( ): /* print stals, alignment */

cleanup(0); /* unlink any tmp files */

24
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Tabla 1 (cont. 3)

/* do the alignment, retum best score: main( )

* dna: values in Fitich 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 w extending an ongoing gap, and prefer a gap in seqx

* 10 a gap in s&q y.

*/

?w{ )
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, rowl */
int mis; * score for each type */
int ins0, ins]; /* insertion penalties %/
register id; /* diagonal index */
register i f* jmp index */
register *colD, *coll;  /* score for curr, last row %/
register iX, YY: /* index inlo seqs */

dx = (struct diag *)g_calloc("to get diags”, lenO+lenl+1, sizeof(struct diag));

ndely = (int *)g_calloc{"to get ndely”, lenl+1, sizeof{int));
dely = gimt * )y _calloc( "o get dely”, lenl+1, sizeof{int));
cull = (imt * Jg_culloc("to get col0”, lenl+1, sizeof(int));
coll = (imt * je_calloc("to get coll™, lenl+1, sizeof{int));
sl = (dna)? DINSO : PINSO;

insl = (dnay? DINS] : PINSI;

smax = - 1 0000;
il tendgaps) |
for {cul0]0] = dely[0] = -ins0, yy = 1; yy <= lenl; yy++) {
col0[yy] = dely[vy] = colO[yy-1] - ins1;
ndely[yy] = yy:

|
colojn] = 0; f* Waterman Bull Math Biol 84 */
H
clse
for ivy = |; vy <= lenl; yy++)
dely[yy] = -ins0;

£* 1l 1n match matnix

*

for (pa = seygn|il]. xx = 1; xx <= len(); px++, xx++} {
/* mmahize first eniry in col
L]
if (endpaps) |
ifixx==1)
col1]0] = delx = -(ins0+ins1);
che
coll]0] = delx = col00] - insl;
ndelx = xx;

coll{0] = O;
delx = -ins(;
ndelx = U;

25
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Tabla 1 (cont. 4)

for (py = seqx[1], vy = |; yy <= lenl; py++, yy++) {
mis = col0[yy-1];
if (dna)
mis += (xbm[*px-"A"]&xbm[*py-'A'])? DMAT : DMIS;
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 (col0[yy] - ins0 >= dely[yy]) {
dely[yy] = colO[yy] - {ins0+ins1);
ndely[yy] = 1;
} else {
dely[yy] -= insl;
ndely[yy]++;

} else {
if (col0[yy] - (insO+insl) == dely[yy]) {
dely[yy] = colO[yy] - (insO+ins1);
ndely[yy] = 1;
} else
ndely[yy]++;
}

/* update penalty for del in y seq;
* favor new del over ongong del
*f
if (endgaps || ndelx < MAXGAP) {
if (coll[yy-1] - ins0 >= delx) {
delx = coll[yy-1] - (ins0+ins1);
ndelx = 1;
}else {
delx -= insl;
ndelx++;

} else {
if (coll[yy-1] - (ins0+ins1) >= delx) {
delx = coll[yy-1] - (ins0+ins]);
ndelx = 1;
i else
ndelx++;

}

/* pick the maximum score; we're favoring
* mis over any del and delx over dely
*f

26
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Tabla 1 (cont. 5)
id=xx-yy+lenl -1;
if (mis >= delx && mis >= dely[yy])
coll[yy] = mis;
else if (delx == dely[yy]} {
coll[yy] = delx;
ij = dx[id].ijmp;
if (dx[id].jp.n[0] && ('dna || {ndelx >= MAXIMP
&& xx > dx[id] jp.x[))]+MX) || mis > dx[id].score+DINS0)) |
dx[id]).ijmp++;
if (++ij >= MAXIMP) {
writejmps(id);
ij =dx[id).ijmp = {;
dx[id].offset = offser;
offset += gizeof(struct jmp) + sizeof(offset);

}

}

dx[id].jp.n[ij] = ndelx;
dx{id].jp.x[ij] = xx;
dx[id].score = delx;

}
else |
coll [yy] = dely[vy];
ij = dx[id].ijmp;
if (dx[id].jp.n[0] && ('dna || (ndely[yy] >= MAXIMP
&& xx > dx[id].jp.x[ij[+MX) || mis > dx[id].score+DINS0)) {
dx[id]).ijmpr++;
if (++1j >= MAXIMP) {
writejmps(id);
ij = dx[id].ijmp = 0;
dx[id].offset = offset;
offset += sizeof{struct jmp) + sizeof(offset);
}

H

dx[id]jp.n[ij] = -ndely[yy];
dx[id]gp.x[ij] = xx;
dx[id].score = dely[yy];

}
if (xx == len0 && yy <lenl) {
/* last col
)
if (endgaps)
coll[vy] -= insQHins1*(lenl-yy);
if (coll[yy] > smax) {
smax = col ! [yy];
dmax = id;

}

H
if (endpaps && xx < len0)
coll[yy-1] -= insO+ins ] *(lenD-xx);
if(coll[yy-1] > smax} {
smax = coll [yy-1];
dmax = id;
|

tmp = col0; col0 = coll; coll = tmp;

H

{void) frec{{char * indely);
(void ) free{{char * Jdely);
(void ) free{{char * )col0);
(void| free({char *)coll);

27
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Tabla 1 (cont. 6)

* prini( ) -- 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

o

#include "nw.h"

#define SPC 3
#define P_LINE 256 /* maximum output line */

#define P SPC 3 /* space berween name or num and seq */
extern _day[26][26];
int olen; /* set output line length */
FILE *fx; /* output file */
print( )
{
int Ix, ly, firsigap, lasigap;  /* overlap */

if {(x = fopen(ofile, "w")}==0) {
fprintfistderr,"%s: can't write %es\n", prog, ofile);
cleanup(1);

}
fprintf{ fx, "<first sequence: %s (length = %d)\n", namex[0], len0);
fprintfi fx, "<second sequence: %s (length = %d)\n", namex[1], lenl);
olen = 60;
Ix = len0;
ly = lenl;
firstgap = lasigap = 0;
if (dmax <lenl - 1) { * leading gap in x */
ppl0].spc = firstgap = lenl - dmax - 1;
ly -= pp[0].spe;

}

else if (dmax > lenl - 1) { /* leading gap in y */
ppl!).spc = firstgap = dmax - (lenl - 1);
Ix -= pp[1].spc;

}
if (dmax0 < len0 - 1) { /* trailing gap inx */
lastgap = len0 - dmax0 -1;

Ix -= lastgap;

}

else if (dmax0 > len0 - 1) { /* trailing gap in y */
lastgap = dmax0 - (len0 - 1);
ly -= lastgap;

}
getmat(lx, ly, firstgap, lastgap);
pr_align({ ),

28
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Tabla 1 (cont. 7)

'i"!
* trace back the best path, count matches
*/
static
getmat(lx, ly, firstgap, lastgap) getmat
int Ix, ly, f* "core” (minus endgaps) */
int firstgap, lastgap; /* leading trailing overlap */
{
int nm, i0, il, siz0, sizl;
char ourx[32];
double pet,
register n0, nl;

register char  *p0, *pl;

/* get 1otal matches, score
*f

i0 =il =siz0 =sizl =0;
p0 = seqx[0] + pp[1].spe;
pl =segx[1] + pp[0].spc;
n0 =pp[l].spc+ 1;

nl =ppl0).spc+ 1;

nm = 0;
while { *p0 && *pl ) |
if (siz0) {
plt++;
nl++;
siz0--;

}
else if (sizl) {
pO++;
ni-+;
Sizl--;
}
else {
if (xbm[*p0-"A")&xbm[*p1-'A"])
nm++;
if (n0H+ == pp[0].x[i0])
siz0 = pp[0] n[i0++];
if (n1++==pp[1].x[311]}
sizl = pp[1].n[il++];
pl++;
pl++;

}
/* pct homology:

* if penalizing endgaps, base is the shorter seq
* ¢lse, knock off overhangs and take shorter core

*f
if (endgaps}

Ix = (len0 < len1)? len( : lenl;
else

bx=(Ix<ly)? Ix : ly;

pet = 100.*{double)nm/Adouble)lx;

fprintf{fx, "n");

tprintf{fx, "<¥d match%s in an overlap of %d: %.2f percent similarity\n”,
nm, (nm == [}? " : "es", Ix, pct);

29
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Tabla 1 (cont. 8)

fprimif{ fx, "<gaps in first sequence: %d", gapx);
if (gapx) {
{void) sprintf{ounx, " (%ed %65%s)",
ngapx, (dna)? "base":"residue”, (ngapx == 1)? "":"s");
fprintfifx,"%s", ourx);

fprintfifx, ", gaps in second sequence: %d", gapy);
il (gapy) {
(void) spnmf{ourx, * (%6d %as%es)”,
ngapy, (dna)? "base”:"residue”, (ngapy == 1)? "":"s");
fprintfifx,"%es", outx);

}
if {dna)
rintfi fx, .
<score: %d (maich = %d, mismaich = %d, gap penalty = %d + %d per base)in",
smax, DMAT, DMIS, DINS0, DINS1); =

else
fprintf{fx,
"\n<score: %d (Dayhoff PAM 250 matrix, gap penalty = %d + %d per residue)\n",
smax, PINSO, PINS1);
if (endgaps)
fprintflf,
"<endgaps penalized. left endgap: %d %es%s, right endgap: %d %s%s\n",
firstgap, (dna)? "base” : "residue”, (firstgap = 1)? " : "s",
lastgap, (dna)? "base" : "residue”, (lastgap == 1)7 "": "s");
else
fprintf{fx, "<endgaps not penalized\n");
;
static nm; /* matches in core -- for checking */
static Imax; /* lengths of stripped file names */
static ij[2); /* jmp index for a path */
static nc[2]; f* number at start of current line */
static ni[2]; /* current elem number -- for gapping */
static siz[2];
static char *ps[2}; f* ptr to current element */
static char *po[2]; /* pir to next output char slot */

static char out[2][P_LINE]; /* cutput line */
static char star[P_LINE]; /* set by stars{ ) */

.If'
* print alignment of described in struct path pp(]
*/
static
pr_align( )
{
int nn; ° /* char count */
int more;
register i

for(i=0,Imax=0;1<2;i++) {
nn = siripname{namex[i]);
if (nn > Imax)
Imax = nn;

nefi}=1;

nifi] = 1;

siz[i] = ij{i] = 0;
ps|i] = seqx][i];
poli] = oufi];

30
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Tabla 1 (cont. 9)

for (nn = nm = 0, more = 1; more; ) { -pr_align
for (i=more=0;i<2;i++){
’l‘
* do we have more of this sequence?
*f
if (**ps[i])

continue;
more++;

if (pplilspc) {  /* leading space */
*poli}r+ ="

ppli]-spe--;

H

elseif (siz[i]){ /*inagap®*/
*pofip+ ="
siz[i]--;

else | .n':fwe’re putting a seq element

*poli] = *ps[i);
if (islower(*ps{i]))
. *psli] = toupper(*ps[i]);
po[i]++;
ps{i]++;
I-
:Im we at next gap for this seq?
if (ni[i] j pplilx[ii(il]) {

* we need to merge all gaps
* at this location

mi-] = PF[ il-nfiji]++];

while (mi] = pp(i}.x[ii[i]])
siz[i] += ppli].n[ij[i++];
nifi]++;
}
if (++nn == olen || 'more && nn) {
dumpblock( );
for (i=0;i<2;i++)
_poli] = ouril;
i
'
H
J.’l

:irdump a block of lines, including numbers, stars: pr_align( )

static

?umpbtu::k{ } dumpblock
register i;
for(i=0;i<2;i++)
*poli}-- =

31
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Tabla 1 (cont. 10)

(void) putc("n', fx);
for(1=0;i<2;i++) {
if (*out[i] && (*outfi] !="" |l *(poli]) =" "} {
if(i=10)
nums(i);
if (i ==0&& *out[1])
stars( );
putline(i);
if (i=10&& *out[1])
fprintf{fx, star);
if(i==1)
nums(i);

* put out a number line: dumpblock( )

*f
static
nums{ix)

{

int ix; /* index in outf] holding seq line */
char nline[P_LINE];
register i, J;

register char  *pn, *px, *py;

for (pn = nline, i = 0; i < Imax+P_SPC; i++, pn++)
» LS
for (i= ncI[’I;.] py= nut[rx] "py. py++, pn+) {
if (py =""|| * h
*pn=""
else {
if{(i%10=0| (i=1 && ncfix] 1=1)) {
J=0<0)7-i:i;
for (px = pn; j; j /= 10, px--)
*px =1%10 +'0,

if(i<0)
"px ah
}
else
.pn - |:
i++;
}
}
*pn = "0
nclix] =1;
for (pn = nline; *pn; pn++)
{void) putc(*pn, fx);
{void) pute("n', fx);
}
ft
* put out a line (name, [num], seq, [num]}): dumpblock( )
7
static
putline{ix)
int 1X;
i

32
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Tabla 1 (cont. 11)

int i
register char  *px;

for {px = namex[ix], i = 0; *px && *px !="; px++, i++)
{void) Pm(.'{'PH., fx]l

for (; i < Imax+P_SPC; i++)
(void) putc('’, fx);

/* these count from 1:
* ni(] is current element (from 1)
* nc[] is number at start of current line
*f
for (px = oul[ix]; *px; px++)
{void) putc(*px&0xTF, fx);
{void) pute("n', fx);

]i'.
* put a line of stars (seqs always in out[0], out[1]): dumpblock( )
*/
static
stars( )
{ . :
int i;
register char  *p0, *pl, cx, *px;

if ("*out[0] || (*ow[0] == ' && *(po[0]) ="") ||
Pou[1] || (tout{1]==""&& *(po[I])=""))

return;

px = star;

for (i = Imax+P_SPC; i; i--)
pr-rq- =1 ’;

for (p0 = out[0], p] = out[1]; *p0 & & *pl; pO++, pl++) {
if (isalpha(*p0) && isalpha(*pl)) {

if {(xbm{ ‘pﬂJA'!&xbm[‘p 1-'AD{
-The

H
else if (dna && _day[*p0-'A'){*p1-'A]> 0)

ex=""
else
cx=""%
}
else
ex=""%
*put+ =gx;
*px++ ="n";
*px ="0"

33
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Tabla 1 (cont. 12)

Fid
* sirip path or prefix from pn, return len: pr_align( )
*
static
siripname{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) strepy(pn, pyk;
return(strlen(pn)};

34
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Tabla 1 (cont. 13)

_If-i
* cleanup( ) - cleanup any mp file
* getseq( ) -- read in seq, se1 dna, len, maxlen
* g_callog( ) -- 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( )
.

finclude "nw.h"

#include <sys/file.h>
char  *jname = "/imp/homgX XXX, /* imp file for jmps */
FILE *fj;
int cleanup{ ); /* cleanup tmp file */
long  Iseek( );
‘l"
* remove any tmp file if we blow
*f
cleanup(i)
int i;
if ()
(void) unlink(jname);
exit{i);
}
;"

* read, retumn pir to seq, set dna, len, maxlen
* skip lines starting with %", "<, or ='

* seq in upper or lower case

*f

char *
getseq(file, Jen)
char  *fite; /* file name */

int *len; /*seqlen*/
f
char line[1024], *pseq;
register char  *px, *py;
int natge, tlen;
FILE *p;

if {(fp = fopen(file,"r")) =0} {
fprintfistderr,"%s: can't read %s\n", prog, file);
exit(1);

tlen = naige = 0;
while (fgets{line, 1024, fp)) {
if (*line =="" || *line =="<'|| *line == ">)
confinue;
for {px = line; *px !'="\n'; px++)
if (isupper(*px) || istower(*px))
tlent+;

;H{Pscq = malloc((unsigned)(tlen+6))) == 0) {

fprintfistderr,"%s: malloc( ) failed to get %d byies for %s\n", prog, tlen+6, file);

exit(1);

}
pseq[0] = pseq[1] = pseq[2] = pseq(3] ="0";
Page 1 of nwsubr.c
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Tabla 1 (cont. 14)

-.getseq
Py = pseq + 4
*len = tlen;
rewind(fp);
while (fgets(line, 1024, fp)) {
if (*line =="|| *line = "<'|| *line = ">)
continue;
for (px = line; *px ="', px++) {
if{ |suppt:'{'px}}
= *px;
else if (islower({*px}))
.. pyt+ = toupper(*px);
if (index{"ATGCU",*(py-1)))
natge++;
1
]
*py++ ="
*py ="0;
{void) fclose(fp);
dna = natge > (tlen/3);
return{pseq+4);
}
char *
g_calloc(msg, nx, sz) g calloc
char  *msg; * program, calling routine */
int nx, 5z; * number and size of elements */
{
char *px, *calloc( );
if ((px = calloc({unsigned)nx. (unsigned)sz)) == 0) {
if (*msg) {
fprintfistderr, "%s: g_calloc( ) failed %s (n=%d, sz=%d)\n", prog, msg, nx, sz);
exin1);
}
return{px);
H
I.I'l
* get final jmps from dx[] or tmp file, set pp[], reset dmax: main( )
*
readjmps{ ) readjmps
t
int fd=-1;
int siz, i0, i1;
register i, j, xx;
e
(void) felose(fj);

if ((fd = open(jname, O_RDONLY, 0)) <0) {
fprintf{stderr, "%s: can't open( ) %s\n", prog, jname);

cleanup(1);
: ¥
for (i =i0 =il =0, dmax0 = dmax, xx = len{; ; i++) {
while (1) {

for {j = dx[dmax].ijmp; j >= 0 && dx[dmax].jp.x[j] == xx: j--)
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Tabla 1 (cont. 15)

...readjmps
if (j <0 && dx[dmax).offset && (j) {
{void) 1seek(fd, dx[dmax].offset, 0);
(void) read(fd, (char *)&dx[dmax].jp, sizeof(struct jmp));
(void) read(fd, (char *)&dx[dmax].offse1, sizeof{dx[dmax].oflset));
dx[dmax].ijmp = MAXIMP-1;

}
else

break;

H

if (i >= JMPS) {
fprintfstderr, "%s: 100 many gaps in alignment\n", prog};
cleanup(1);

}
if(j>=0){
siz = dx[dmax].jp.n(j]:
xx = dx[dmax].jp.x[}];
dmax += siz;
if(siz<0){ /* gap in second seq */
ppl1].n[il] = -siz;
XX += 5iz;
M id=xx-yy +lenl - |
*/

ppl1].x[il] = xx - dmax + lenl - 1;
gapy++
ngapy -= siz;
/* ignore MAXGAP when doing endgaps */
siz = (-siz < MAXGAP || endgaps)? -siz : MAXGAP,

i+

}

else if (siz> () { /* gap in first seq */
pp[0].n[i0] = siz;
pp[0].x[i0] = xx;
gapx++t,
ngapx += siz;

* ignore MAXGAP when doing endgaps */

siz = (siz < MAXGAP || endgaps)? siz : MAXGAP;

i+
}
}
else
break;
H
/* reverse the order of jmps
*f

for (j =0, i0--; j <i0; j++, i0-) {

i = pp[0].n[j]; pp[0].n[j] = pp[0].n[i0]; pp[0].n[i0] = i;
i i = pp[0].x(); pp[01-x[1] = pp[0].x[i0]; pp[0].x[i0] = i;
for (j=0,i1--;j <il; j++,i1--)

i =pp(11.n(j]; pp[1].n[j} = pp(1].n[i1]; pp[1]}nfil} = i;
: i = pp[1].x[]; ppl1]-x[] = pp(1].x[i1]; pp(1].x{il] = §;
if (fd >=0)

(void) close(fd);
if () { o

{void) unlink(jname);

- u.

nﬁ‘sel'ﬂ 0;
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Tabla 1 (cont. 16)

‘ft
* write a filled jmp struct offset of the prev one (if any): nw( )
*/
writejmps{ix) writejmps
int ix;
{

char  *mkiemp{ )i

if (1) {
d if (mktemp(jname) < 0) {
fprintf{siderr, "%%s: can't mktemp( ) %s\n", prog, jname);
cleanup(1);

}

if ((fj = fopen(jname, "w")} == 0) {
fprintfistderr, "%s: can't write %s\n", prog, jname);
exit(l);

H

!
(void} fwrite((char *)&dx[ix].ip, sizeof(struct jmp), 1, fj);
(void) fwrite{(char *)&dx[ix].offset, sizeof{dx[ix].offser), 1, fj);

Tabla 2

Referencia )0.0.9.9.0.0.9.9.9.9.0.9.9.0.¢ (Longitud = 15 aminoacidos)
Proteina de comparacion XXXXXYYYYYYY (Longitud = 12 aminoacidos)

% de identidad de la secuencia de

aminoacidos =

(el nimero de restos de aminoacidos con correspondencia idéntica entre las dos secuencias polipeptidicas tal como
se determind mediante ALIGN-2) dividido por (el nimero total de restos de aminoacidos del polipéptido de
referencia)

= 5 dividido por 15 =33,3 %

Tabla 3
Referencia XXXXXXXXXX (Longitud = 10 aminoécidos)
Proteina de comparacién XXXXXYYYYYYZZYZ (Longitud = 15 aminoécidos)
% de identidad de la secuencia de
aminoacidos =

(el nimero de restos de aminoacidos con correspondencia idéntica entre las dos secuencias polipeptidicas tal como
se determind mediante ALIGN-2) dividido por (el nimero total de restos de aminoéacidos del polipéptido de
referencia)

= 5 dividido por 10 =50 %

Tabla 4
ADN de referencia NNNNNNNNNNNNNN (Longitud = 14 nucledtidos)
ADN de comparacién NNNNNNLLLLLLLLLL (Longitud = 16 nucledtidos)

% de identidad de la secuencia de

acido nucleico =

(el numero de nucledtidos con correspondencia idéntica entre las dos secuencias de acido nucleico tal como se
determin6 mediante ALIGN-2) dividido por (el nimero total de nucleétidos de la secuencia de acido nucleico del
ADN de referencia)

= 6 dividido por 14 = 42,9 %
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Tabla 5

ADN de referencia NNNNNNNNNNNN (Longitud = 12 nucledétidos)

ADN de comparacién NNNNLLLVV (Longitud = 9 nucleétidos)

% de identidad de la secuencia de

acido nucleico=

(el nimero de nucleétidos con correspondencia idéntica entre las dos secuencias de acido nucleico tal como se
determin6 mediante ALIGN-2) dividido por (el nimero total de nucledtidos de la secuencia de acido nucleico del
ADN de referencia)

= 4 dividido por 12 =33,3 %

Procedimientos diagnésticos

[087] Se contempla adicionalmente que el uso de agentes terapéuticos para la IBD se puede dirigir
especificamente a trastornos en los que el tejido y/o las células afectadas presentan una expresién creciente de LY6
con respecto al control. De acuerdo con esto, se contempla que la deteccion de la expresién creciente de LY6 se
puede usar para detectar la IBD, tal como la CD o la UC, en el tejido gastrointestinal de un mamifero y/o para
identificar tejidos y trastornos que se beneficiaran de manera particular del tratamiento con un agente terapéutico de
la IBD, incluyendo un agente quimioterapéutico, util en la mejora de la IBD, la UC y/o la CD en un paciente humano.

[088] En las realizaciones preferidas, se detectan los niveles de expresién de LY6, tanto mediante deteccion
directa del gen transcrito como mediante la deteccion de los niveles o la actividad de las proteinas. Se pueden
detectar los transcritos usando cualquiera de una amplia gama de técnicas que dependen principalmente de la
hibridacién o de las sondas de los transcritos de ARNm de LY®6, para sintetizar los ADNc de las anteriores, o para el
ADN en el que esta presente las amplificacion del gen LY6. Las técnicas bien conocidas incluyen la transferencia
Northern, la PCR mediante transcriptasa inversa y el andlisis de micromatriz de los niveles de los transcritos. Los
procedimientos para detectar los niveles de la proteina LY6 incluyen la transferencia Western, la
inmunoprecipitacién, la electroforesis en gel de poliacrilamida bidimensional (2D SDS-PAGE — preferiblemente en
comparacion frente a un patréon en el que se ha determinado la posicion de las proteinas LY6), y la espectroscopia
de masas. Se puede acoplar la espectroscopia de masas con una serie de etapas de purificacion para permitir la
identificacion de alto rendimiento de muchos niveles de proteinas diferentes en una muestra particular. La
espectrometria de masas y la 2D SDS-PAGE se pueden usar también para identificar las modificaciones después de
la transcripcion de las proteinas que incluyen los episodios proteoliticos, la ubiquitinacion, fosforilacion, modificacion
de lipidos, etc. Se puede evaluar también la actividad de LY6 analizando la unién del ADN al sustrato o en la
activacion de la transcripcion in vitro de los promotores diana. El ensayo de modificacion en gel, los ensayos de la
huella de ADN, y los ensayos de reticulacién del ADN-proteina son todos procedimientos que se pueden usar para
evaluar la presencia de una proteina capaz de unirse a los sitios de unién Gli en el ADN. J Mol. Med 77(6):459-68
(1999); Cell 100(4): 423-34 (2000); Development 127(19): 4923-4301 (2000).

[089] En algunas realizaciones, se midieron los niveles de LY6 transcrito, y los tejidos enfermos o con
trastornos que mostraron niveles de LY6 significativamente elevados con respecto al control, se trataron con un
compuesto terapéutico de la IBD. De acuerdo con esto, los niveles de expresion de LY6 son una medida diagnostica
poderosa para determinar si un paciente estd experimentando la IBD y si este paciente debe recibir un agente
terapéutico de la IBD.

Composiciones de anticuerpos para uso en los proced imientos de la invencién

A. Anticuerpos dirigidos contra LY6

[090] En una realizacion, la presente invencion da a conocer el uso de anticuerpos dirigidos contra LY6, que
pueden encontrar uso en la presente memoria descriptiva como agentes terapéuticos, diagndsticos y/o pronosticos
en la determinaciéon de la existencia, gravedad de y/o pronéstico del curso de la enfermedad de una enfermedad
inflamatoria del intestino tal como la UC. Los anticuerpos a modo de ejemplo que se pueden usar para dichos
objetivos incluyen anticuerpos policlonales, monoclonales, humanizados, biespecificos, y heteroconjugados. El
término “anticuerpos” incluye también algunas veces los fragmentos de unién a antigeno. Estan comercialmente
disponibles anticuerpos dirigidos contra LY6, tales como, por ejemplo, de R&D Systems, Minneapolis, MN. Se
pueden obtener comercialmente anticuerpos que se unan especificamente a LY6 como antigenos o prepararse
mediante procedimientos normalizados conocidos en la técnica de los anticuerpos y de la quimica de proteinas para
uso en el procedimiento de la invencién. Se dan a conocer anticuerpos para LYPD, por ejemplo, en el documento
USUS7.144.990.
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1. Anticuerpos policlonales

[091] Los anticuerpos policlonales se estimulan preferiblemente en animales mediante mdltiples inyecciones
subcutaneas (sc) o intraperitoneales (ip) del antigeno relevante y de un adyuvante. Puede ser (til conjugar el
antigeno relevante (especialmente cuando se usan péptidos sintéticos) con una proteina que es inmundgena en la
especie que se va a inmunizar. Por ejemplo, el antigeno se puede conjugar en hemocianina de lapa californiana
(KLH), albumina de suero, tiroglobulina bovina, o inhibidor de la tripsina de soja, usando un agente bifuncional o
derivatizante, por ejemplo, éster de maleimidobenzoil sulfosuccinimida (conjugacion mediante restos de cisteina), N-
hidroxisuccinimida (mediante restos de lisina) glutaraldehido, anhidrido succinico, SOCI;, o R'N=C=NR, en el que R
y R! son diferentes grupos alquilo.

[092] Se inmunizaron animales frente al antigeno, conjugados inmunégenos, o derivados combinando, por
ejemplo, 100 pg o 5 pg de la proteina o del conjugado (para conejos o ratones, respectivamente) con 3 volimenes
de adyuvante completo de Freund e inyectando la disolucién intradérmicamente en multiples sitios. Un mes
después, los animales recibieron un estimulo de refuerzo con 1/5 a 1/10 de la cantidad original del péptido o del
conjugado en adyuvante completo de Freund mediante inyeccidon subcutanea en multiples sitios. Siete a 14 dias
después, los animales se sangraron y se evalud el suero para el titulo del anticuerpo. Los animales recibieron un
estimulo de refuerzo hasta que los titulos llegaron a la meseta. Se pueden formar también conjugados en cultivos
celulares recombinantes como fusiones de proteinas. También, agentes de agregacion tales como el alum se usan
de manera adecuada para aumentar la respuesta inmune.

2. Anticuerpos monoclonales

[093] Se pueden crear anticuerpos monoclonales usando el procedimiento del hibridoma descrito en primer
lugar por Kohler y col., Nature, 256: 495 (1975), o se pueden crear mediante procedimientos de ADN recombinante
(Patente de los Estados Unidos N° 4.816.567).

[094] En el procedimiento del hibridoma, un ratén u otro animal hospedador apropiado, tal como un hamster,
se inmuniza tal como se ha descrito anteriormente para estimular los linfocitos que producen o son capaces de
producir anticuerpos que se uniran de manera especifica a la proteina usada para la inmunizacion. Alternativamente,
los linfocitos se pueden inmunizar in vitro. Tras la inmunizacién, se aislaron los linfocitos y a continuacion se
fusionaron con una linea de células de mieloma usando un agente de fusién adecuado, tal como polietilenglicol, para
formar una célula de hibridoma (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp. 59-103 (Academic
Press, 1986)).

[095] Las células de hibridoma preparadas de esta manera se sembraron y se hicieron crecer en un medio
de cultivo adecuado cuyo medio contenia preferiblemente una o mas sustancias que inhibian el crecimiento o la
supervivencia de las células parentales de mieloma, sin fusionar (denominadas también como comparfieras de
fusién). Por ejemplo, si las células parentales de mieloma carecen de la enzima hipoxantina guanina fosforibosil
transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo selectivo de los hibridomas incluird normalmente hipoxantina,
aminopterina, y timidina (medio HAT), cuyas sustancias evitan el crecimiento de las células deficientes en HGPRT.

[096] Las células de mieloma compafieras de fusion preferidas son aquellas que se fusionan eficazmente,
soportan de manera estable altos niveles de produccién de anticuerpos por las células productoras de anticuerpos
seleccionadas, y son sensibles a un medio selectivo que las selecciona frente a las células parentales sin fusionar.
Las lineas de células de mieloma preferidas son lineas de mieloma de murino, tales como las derivadas de los
tumores MOPC-21 y MPC-11 de ratén, disponibles del Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, California
EE.UU., y SP-2 y derivadas, por ejemplo, células X63-Ag8-653 disponibles de la American Type Culture Collection,
Manassas, Virginia, EE.UU. Se han descrito también lineas de células de mieloma humano y heteromieloma de
ratén-humano para la produccién de anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor, J. Immunol., 133: 3001 (1984); y
Brodeur y col., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva
York, 1987)).

[097] Se evalué el medio de cultivo en el cual se hicieron crecer las células de hibridoma para la produccion
de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno. Preferiblemente, la especificidad de la uniéon de los
anticuerpos monoclonales producidos por las células de hibridoma se determind mediante inmunoprecipitacién o
mediante el ensayo de unién in vitro, tal como el radioinmunoensayo (RIA) o enzimoinmunoanalisis de adsorcién
(ELISA)
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[098] Se puede determinar, por ejemplo, la afinidad de unién del anticuerpo monoclonal mediante el analisis
Scatchard descrito en Munson y col., Anal. Biochem., 107: 220 (1980).

[099] Una vez que se identifican las células de hibridoma que producen anticuerpos de la especificidad,
afinidad, y/o actividad deseadas, se pueden subclonar los clones limitando los procedimientos de dilucion y
haciéndolos crecer mediante procedimientos normalizados (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,
pp.59-103 (Academic Press, 1986)). Los medios de cultivo adecuados para este objetivo incluyen, por ejemplo,
medio D-MEM o RPMI-1640, se pueden hacer crecer las células de hibridoma in vivo como tumores de ascites en un
animal, por ejemplo, mediante inyeccién i.p. de las células en ratones.

[0100] Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones se separan de manera adecuada del
medio de cultivo, fluido de ascites, o suero mediante procedimientos convencionales de purificacién de anticuerpos
tales como, por ejemplo, cromatografia de afinidad (por ejemplo, usando proteina A o proteina G-Sefarosa) o
cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de hidroxilapatito, electroforesis en gel, didlisis, etc.

[0101] El ADN que codificaba los anticuerpos monoclonales se aisl6 y se secuencio facilmente usando
procedimientos convencionales (usando, por ejemplo, sondas de oligonucleétidos que son capaces de unirse
especificamente a genes que codifican las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos de murino). Las células de
hibridoma sirven como fuente preferida de dicho ADN. Una vez aislado, el ADN se puede colocar en vectores de
expresion, que se transfectan a continuacién en células hospedadoras tales como células de E. coli, células COS de
simio, células de Ovario de Hamster Chino (CHO), o células de mieloma que no producen de otra forma la proteina
del anticuerpo, para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales en las células hospedadoras recombinantes.
Los articulos para revision sobre la expresion recombinante en bacterias del ADN que codifica el anticuerpo incluyen
Skerra y col., Curr. Opinion in Immunol., 5: 256-262 (1993) y Plickthun, Immunol. Revs. 130: 151-188 (1992).

[0102] En una realizacién adicional, los anticuerpos monoclonales o los fragmentos de anticuerpo se pueden
aislar de bibliotecas anticuerpos contra fagos generadas usando 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)
que describen el aislamiento de Anticuerpos de murino y sr humano, respectivamente, Usando bibliotecas de fagos.
Posteriores publicaciones describen la produccidon de anticuerpos humanos de elevada afinidad (rango de nM)
mediante intercambio de cadenas (Marks y col., Bio/Technology, 10: 779-783 (1992)), asi como la infeccion
combinatoria y la recombinacién in vivo como una estrategia de construccion de bibliotecas de fagos muy grandes
(Waterhouse y col., Nuc. Acids. Res. 21: 2265-2266 (1993)). De esta manera, estas técnicas son alternativas viables
a las técnicas tradicionales de hibridoma de anticuerpos monoclonales para el aislamiento de anticuerpos
monoclonales.

[0103] El ADN que codifica el anticuerpo se puede modificar para producir polipéptidos de anticuerpos
guiméricos o de fusién sustituyendo, por ejemplo, las secuencias del dominio constante de la cadena pesada y la
cadena ligera humanas (Cy y C.) por las secuencias homologas de murino (Patente de los Estados Unidos N°
4.816.567; y Morrison, y col., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 81: 6851 (1984)), o fusionando la secuencia de codificacion
de la inmunoglobulina con toda o parte de la secuencia de codificacion de un polipéptido no de inmunoglobulina
(polipéptido heterdlogo). Las secuencias del polipéptido no de inmunoglobulina puede sustituirse por los dominios
constantes de un anticuerpo, o se sustituyen por los dominios variables de un sitio de combinacién a antigeno de un
anticuerpo para crear un anticuerpo quimérico bivalente que comprenda un sitio de combinacién a antigeno para un
antigeno y otro sitio de combinacién a antigeno que tenga especificidad por un antigeno diferente.

3. Anticuerpos humanos y humanizados

[0104] Los anticuerpos dirigidos contra LY6 Utiles en la practica de la invenciéon pueden comprender ademas
anticuerpos humanizados o anticuerpos humanos. Las formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por
ejemplo, de murino) son inmunoglobulinas quiméricas, cadenas de inmunoglobulina o sus fragmentos (tales como
Fv, Fab, Fab’, F(ab’); u otras subsecuencias de unién a antigeno de anticuerpos) que contienen la secuencia minima
derivada de la inmunoglobulina no humana. Los anticuerpos humanizados incluyen inmunoglobulinas humanas
(anticuerpo receptor) en las cuales los restos de una region determinante de la complementariedad (CDR) del
receptor se sustituyen por restos de una CDR de una especie no humana (anticuerpo donante) tal como de ratén,
rata o conejo que tengan la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos ejemplos, los restos de la
region marco Fv de la inmunoglobulina humana se sustituyen por los restos no humanos correspondientes. Los
anticuerpos humanizados pueden comprender también restos que no se encuentran ni en las secuencias del
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anticuerpo receptor ni en la CDR o el marco importados. En general, el anticuerpo humanizados comprendera
sustancialmente todo de al menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en el que todas o sustancialmente
todas las regiones CDR corresponden a las de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las
regiones FR son las de una secuencia consenso de la inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado
comprendera también éptimamente al menos una porcién de una region constante de la inmunoglobulina (Fc),
normalmente 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)].

[0105] Los procedimientos para humanizar anticuerpos no humanos son bien conocidos en la técnica.
Generalmente, un anticuerpo humanizado tiene uno o mas restos de aminoacidos introducidos en éste procedentes
de una fuente que no es humana. Estos restos de aminoacidos no humanos se denominan a menudo como restos
“importados”, que se toman normalmente de un dominio variable “importado”. La humanizaciéon se puede llevar a
cabo esencialmente siguiendo el procedimiento de Winter y 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 secuencias de la CDR de roedores por las secuencias correspondientes de un anticuerpo
humano. De acuerdo con esto, dichos anticuerpos “humanizados” son anticuerpos quiméricos (Patente de los
Estados Unidos N° 4.816.567) , en los que sustancialmente se ha sustituido menos de un dominio variable humano
intacto por la secuencia correspondiente de una especie no humana. En la practica, los anticuerpos humanizados
son normalmente anticuerpos humanos en los que algunos restos de la CDR y posiblemente algunos resto de la FR
se sustituyen por restos de sitios analogos en anticuerpos de roedores.

[0106] La eleccion de dominios variables humanos, ligero y pesado, que se van a usar en la preparacion de
los anticuerpos humanizados es muy importante para reducir la antigenicidad y la respuesta HAMA (anticuerpo
humano dirigido contra ratén) cuando se pretende que el anticuerpo sea para uso terapéutico humano. De acuerdo
con el procedimiento del “mejor ajuste” asi denominado, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de
roedor se criba frente a la biblioteca completa de las secuencia conocidas del dominio variable humano. La
secuencia del dominio V humano que se encuentra mas cercana a la del roedor se identifica y la regién marco
humana (FR) en el interior d ésta 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 region marco particular derivada
de la secuencia consenso de todos los anticuerpos humanos de un subgrupo concreto de las cadenas ligera o
pesada. Se puede usar el mismo marco para algunos anticuerpos humanizados diferentes (Carter y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 89: 4285 (1992); Presta y col., J. Immunol. 151: 2623 (1993)).

[0107] Es importante ademas que los anticuerpos se humanicen con retencién de una elevada afinidad de
union por el antigeno y otras propiedades biolégicas favorables. Para conseguir esta meta, de acuerdo con un
procedimiento preferido, se preparan anticuerpos humanizados mediante un procedimiento de andlisis de las
secuencias parentales y diversos productos humanizados conceptuales que utilizan modelos tridimensionales de las
secuencias parental y humanizada. Los modelos tridimensionales de inmunoglobulinas estan comunmente
disponibles y los expertos en la técnica estan familiarizados con ellos. Estan disponibles programas informaticos que
ilustran y muestran probables estructuras conformacionales tridimensionales de las secuencias de inmunoglobulina
candidatas seleccionadas. La inspeccion de estas muestras permite el analisis del probable papel de los restos en el
funcionamiento de la secuencia de inmunoglobulina candidata, es decir, el analisis de los restos que influencia la
capacidad de la inmunoglobulina candidata a unirse con su antigeno. De esta manera, se pueden seleccionar restos
de FR y combinarse entre las secuencias receptora e importada de tal manera que se consiga la caracteristica
deseada del anticuerpo, tal como el aumento de afinidad por el(los) antigeno(s) diana. En general, los restos de la
regién hipervariable estan directamente y lo mas sustancialmente implicados en influenciar la uniéon del antigeno.

[0108] Se contemplan diversas formas de anticuerpos humanizados del anticuerpo dirigido contra LY6. Por
ejemplo, el anticuerpo humanizado puede ser un fragmento de anticuerpo, tal como un Fab, que se conjuga
opcionalmente con uno o mas agente(s) citotoxico(s) con el fin de generar un inmunoconjugado. Alternativamente, el
anticuerpo humanizado puede ser un anticuerpo intacto, tal como un anticuerpo IgG1 intacto.

[0109] Como una alternativa a la humanizacion, se pueden generar anticuerpos humanos. Por ejemplo, es
ahora posible producir animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que son capaces, tras la inmunizacién, d
producir un repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de produccion de inmunoglobulina endégena.
Por ejemplo, se ha descrito que la delecion homaocigética del gen de la regiéon de unién de la cadena pesada del
anticuerpo (Ju) en ratones mutantes de una linea quimérica y germinal da como resultado la completa inhibicion de
la produccién enddgena de anticuerpos. La transferencia de la matriz génica de la inmunoglobulina de la linea
germinal humana en dichos ratones mutantes de la linea germinal dara como resultado la produccién de anticuerpos
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humanos tras el estimulo del antigeno. Véanse, por ejemplo, Jakobovits y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 2551
(1993); Jakobovits y col., Nature, 362: 255-258 (1993); Bruggemann y col., Year in Immuno. 7: 33 (1993); Patentes
de los Estados Unidos N® 5.545.806, 5.569.825, 5.591.669 (todas de GenPharm): 5.545.807; y documento WO
97/17852.

[0110] Alternativamente, se puede usar la tecnologia de expresiéon de fagos (McCafferty y col., Nature 348:
552-553 (1990]) para producir anticuerpos humanos y fragmentos de anticuerpos in vitro, a partir de repertorios
génicos del dominio variable de la inmunoglobulina (V) procedentes de donantes inmunizados. De acuerdo con esta
técnica, los genes del dominio V del anticuerpo se clonan en marco en cualquiera de un gen de la proteina de
revestimiento mayor o menor de un bacteriéfago filamentoso, tal como M 13 o fd, y se expresan como fragmentos de
anticuerpo funcionales sobre la superficie de la particula del fago. Debido a que la particula filamentosa contiene una
copia de ADN monocatenario del genoma del fago, las selecciones basadas en las propiedades funcionales del
anticuerpo dan también como resultado la seleccidon del gen que codifica el anticuerpo que presenta aquellas
propiedades. De esta manera, el fago imita alguna de las propiedades del linfocito B. Se puede llevar a cabo la
expresion del fago en una variedad de formatos, revisada en, por ejemplo, Johnson, Kevin S. y Chiswell, David J.,
Current Opinion in Structural Biology 3: 564-571 (1993). Se pueden usar diversas fuentes de segmentos del gen V
para la expresion del fago. Clackson y col., Nature, 352: 624-628 (1991) aislaron una matriz diversa de anticuerpos
dirigidos contra oxazolona a partir de una pequefia biblioteca combinatoria aleatoria de genes V derivada de bazos d
ratones inmunizados. Se puede construir un repertorio de genes V de donantes humanos sin inmunizar y
anticuerpos para una matriz diversa de antigenos (que incluye autoantigenos) que se pueden aislar 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, Patentes de los Estados Unidos N° 5.565.332 y 5.573.905.

[0111] Tal como se ha discutido anteriormente, se pueden generar también anticuerpos humanos por
linfocitos B activados in vitro (véanse Patentes de los Estados Unidos 5.567.610 y 5.229.275).

4. Fragmentos de anticuerpo

[0112] En algunas circunstancias, existen ventajas en la utilizacion de fragmentos de anticuerpo, mas bien
que de anticuerpos completos. El tamafio mas pequefio de los fragmentos permite un rapido aclaramiento,
reteniendo a la vez una similar especificidad de uni6on al antigeno de la molécula de longitud completa
correspondiente, y puede conducir a una mejora del acceso a tumores sélidos.

[0113] Se han desarrollado diversas técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpo.
Tradicionalmente, estos fragmentos se derivaron mediante digestion proteolitica de anticuerpos intactos (véanse, 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 se pueden producir ahora directamente mediante células
hospedadoras recombinantes. Los fragmentos de anticuerpo Fab, Fv y scFv se pueden expresar todos en y
secretarse de E. coli, permitiendo de esta manera la facil produccion de grandes cantidades de estos fragmentos.
Los fragmentos de anticuerpo se pueden aislar de las bibliotecas de anticuerpos dirigidos contra fagos discutidas
anteriormente. Alternativamente, se pueden recuperar directamente fragmentos Fab’-SH de E. coli y acoplarse
guimicamente para formar fragmentos F(ab’), (Carter y col., Bio/Technology 10: 163-167 (1992)). De acuerdo con
otra solucion, los fragmentos F(ab’); se pueden aislar directamente de cultivos de células hospedadoras
recombinantes. Los fragmentos Fab y F(ab’), con semivida creciente in vivo que comprenden restos de epitopos de
union a receptores salvajes se describen en la Patente de los Estados Unidos N° 5.869.046. Otras técnicas para la
produccién de fragmentos de anticuerpo seran evidentes al profesional experto. En otras realizaciones, el anticuerpo
de eleccion es un fragmento Fv monocatenario (scFv). Véanse el documento WO 93/16185; la Patente de los
Estados Unidos N° 5.571.894; y la Patente de los Estados Unidos N° 5.587.458. Fv y sFv son las Unicas especies
con sitios de combinacion intactos que estan desprovistos de regiones constantes; de esta manera, son adecuadas
para una unién no especifica reducida durante el uso in vivo. Las proteinas de fusiéon sFv se pueden construir para
dar como resultado la fusion de una proteina efectora en cualquiera de los términos amino o carboxilo de una sFv.
Véase Antibody Engineering, ed. Borrebaeck, mas arriba. El fragmento de anticuerpo puede ser también un
“anticuerpo lineal”, por ejemplo, tal como se describe en la Patente de los Estados unidos 5.641.870. Dichos
fragmentos de anticuerpo lineales pueden ser monoespecificos o biespecificos.

5. Anticuerpos biespecificos

[0114] Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos que tienen especificidades de union para al menos dos
epitopos diferentes. Los anticuerpos biespecificos a modo de ejemplo pueden unir antigenos separados o unir los
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dos diferentes epitopos de un polipéptido de LY6 concreto descrito en la presente memoria descriptiva. Otros de
dichos anticuerpos pueden combinar el anterior sitio de unién de LY6 con un sitio de union para otra proteina.
Cuando el anticuerpo biespecifico es Util en el procedimiento de la invencién, el segundo brazo de anticuerpo puede
unir un polipéptido detectable. Se pueden preparar anticuerpos biespecificos como anticuerpos de longitud completa
o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, anticuerpos biespecificos F(ab’)..

[0115] Se conocen en la técnica procedimientos para preparar anticuerpos biespecificos. La produccion
tradicional de anticuerpos biespecificos de longitud completa se basa en la expresion simultanea de dos parejas de
cadena pesada-cadena ligera, en las que las dos cadenas tienen diferentes especificidades (Millstein y col., Nature
305: 537-539 (1983)). Debido a la mezcla aleatoria de las cadenas pesada y ligera de la inmunoglobulina, estos
hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de 10 diferentes moléculas de anticuerpo, de las cuales
solo una tiene la estructura biespecifica correcta. La purificacion de la molécula correcta, que se lleva a cabo
usualmente mediante etapas de cromatografia de afinidad, es bastante molesta, y los rendimientos del producto son
bajos. Se dan a conocer procedimientos similares en el documento WO 93/088829, y en Traunecker y col., EMBO J.
10: 3655-3659 (1991).

[0116] De acuerdo con una soluciéon diferente, los dominios variables del anticuerpo con las especificidades
de unién deseadas (sitios de combinaciéon anticuerpo-antigeno) se fusionan con las secuencias del dominio
constante de la inmunoglobulina. Preferiblemente, la fusion es con un dominio constante de la cadena pesada de la
Ig, que comprende al menos parte de las regiones bisagra Cn2, y Cn3. Se prefiere tener la primera regién constante
de la cadena pesada (Cnl) conteniendo el sitio necesario para la unién de la cadena ligera, la cadena ligera de la
inmunoglobulina, se inserta en vectores de expresion separados, y se transfecta simultaneamente en una célula
hospedadora adecuada. Esto proporciona una mayor flexibilidad en el ajuste de las proporciones mutuas de los tres
fragmentos de polipéptidos en las realizaciones cuando relaciones desiguales de las tres cadenas de polipéptidos
usados en la construccion proporcionan el 6ptimo rendimiento del anticuerpo biespecifico deseado. Es, sin embargo,
posible, insertar las secuencias de codificacion de dos o de las tres cadenas de polipéptidos en un Unico vector de
expresion cuando la expresion de al menos dos cadenas de polipéptidos en relaciones iguales da como resultado
elevados rendimientos o cuando las relaciones no tienen efecto significativo sobre el rendimiento de la combinacién
de la cadena deseada.

[0117] En una realizacion preferida de esta solucién, los anticuerpos biespecificos estan compuestos por la
cadena pesada de una inmunoglobulina hibrida con una primera especificidad de unién en un brazo, y una pareja de
cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina hibrida (que proporciona una segunda especificidad de unién) en
el otro brazo. Se encontré que esta estructura asimétrica facilita la separacién del compuesto biespecifico deseado
de las combinaciones de la cadena de inmunoglobulina no deseada, ya que la presencia de una cadena ligera de
inmunoglobulina en Gnicamente una mitad de la molécula biespecifica proporciona una facil forma de separaciéon. Se
da a conocer esta solucién en el documento WO 94/04690. Para detalles adicionales de generacion de anticuerpos
biespecificos véase, por ejemplo, Suresh y col., Methods in Enzymology 121: 210 (1986).

[0118] De acuerdo con otra solucién descrita en la Patente de los Estados Unidos N° 5.731.168, la interfase
entre una pareja de moléculas de anticuerpo se puede genomanipular para maximizar el porcentaje de
heterodimeros que se recuperar de un cultivo de células recombinantes. La interfase preferida comprende al menos
una parte del dominio Cn3. En este procedimiento, una o mas pequefias cadenas secundarias de aminoacidos de la
interfase del primer anticuerpo se sustituyen con cadenas secundarias mas grandes (por ejemplo, tirosina o
triptéfano). Las “cavidades” compensatorias de tamafio idéntico o similar de la(s) cadena(s) secundaria(s) grande(s)
se crean sobre la interfase de la segunda molécula de anticuerpo sustituyendo las cadenas secundarias de
aminoacidos grandes con unas mas pequefias (por ejemplo, alanina o treonina). Esto proporciona un mecanismo
para aumentar el rendimiento del heterodimero sobre otros productos finales no deseados tales como los
homodimeros.

[0119] Los anticuerpos biespecificos incluyen anticuerpos reticulados o “heteroconjugados”. Por ejemplo, uno
d los anticuerpos en el heteroconjugado se puede acoplar a avidina, el otro a biotina. Se han propuesto dichos
anticuerpos, por ejemplo, para dirigir células del sistema inmune a células no deseadas (Patente de los Estados
Unidos N° 4.676.980), y para el tratamiento de la infecciéon por VIH (documentos WO 91/00360, WO 92/200373, y
EP 03089). Los anticuerpos heteroconjugados encuentran uso también en el presente procedimiento de la invencion
para proporcionar multiples marcadores detectables (tanto diferentes como iguales) en cada anticuerpo para una
mejora en la deteccién del ensayo. Se pueden crear anticuerpos heteroconjugados usando cualquier procedimiento
de reticulacion conveniente. Se conocen bien en la técnica los agentes de reticulacion adecuados, y se dan a
conocer en la Patente de los Estados Unidos N° 4.676.980, junto con numerosas técnicas de reticulacion.
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[0120] Se han descrito en la bibliografia técnicas para generar anticuerpos biespecificos a partir de
fragmentos de anticuerpo. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos biespecificos usando enlaces quimicos.
Brennan y col., Science 229: 81 (1985) describen un procedimiento en el que anticuerpos intactos se escinden
proteoliticamente para generar fragmentos F(ab’),. Estos fragmentos se reducen en presencia del agente de
complejacion del ditiol, arsenito de sodio, para estabilizar ditioles proximos y evitar la formacion de disulfuro
intermolecular. Lo fragmentos Fab’ generados se convierten a continuacion en derivados de tionitrobenzoato (TNB).
Uno de los derivados Fab’-TNB se reconvierte a continuacion en el Fab'-tiol por reduccion con mercaptoetilamina y
se mezcla con una cantidad equimolar de los otros derivados Fab’-TNB para formar el anticuerpo biespecifico. Los
anticuerpos biespecificos producidos se pueden usar como agentes para la inmovilizacion selectiva de enzimas.

[0121] Recientes progresos han facilitado la recuperacion directa de fragmentos Fab’-SH de E.coli, que se
pueden acoplar quimicamente para formar anticuerpos biespecificos. Shalaby y col., J. Exp. Med. 175: 217-225
(1992) describen la produccién de una molécula F(ab)'; de un anticuerpo biespecifico completamente humanizado.
Cada fragmento Fab’ se secret6 por separado de E. coli y se sometié a acoplamiento quimico dirigido in vitro para
formar el anticuerpo biespecifico. El anticuerpo biespecifico formado de esta manera fue capaz de unirse a células
gue expresaban en exceso el receptor ErbB2 y linfocitos T humanos normales, asi como de estimular la actividad
litica de los linfocitos citotéxicos humanos contra las dianas de tumores de mama humanos.

[0122] Se han descrito también diversas técnicas para preparar y aislar fragmentos de anticuerpos
biespecificos directamente desde el cultivo celular recombinante. Por ejemplo, se han producido anticuerpos
biespecificos usando cremalleras de leucina. Kostelny y col., J. Immunol. 148(5): 1547-1553 (1992). Los péptidos en
cremallera de leucina procedentes de las proteinas Fos y jun se unieron a las porciones Fab’ de dos anticuerpos
diferentes mediante fusiéon génica. Los homodimeros del anticuerpo se redujeron en la regién bisagra para formar
monomeros Yy a continuacién se volvieron a oxidar para formar los heterodimeros del anticuerpo. Este procedimiento
se puede utilizar también par | produccion d homodimeros de anticuerpos. La tecnologia del “diacuerpo” descrita por
Hollinger y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 (1993) ha proporcionado un mecanismo alternativo para
preparar fragmentos de anticuerpo biespecificos. Los fragmentos comprenden un Vy conectado a un V. por un
enlazador que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena. De
acuerdo con esto, los dominios Vy y Vi de un fragmento se fuerzan para emparejarse con los dominios V. y Vu
complementarios de otro fragmento, formando por tanto dos sitios de union a antigeno. Se ha informado también de
otra estrategia para preparar fragmentos de anticuerpo biespecificos mediante el uso de dimeros Fv monocatenarios
(sFv). Véase Grubery col., J. Immunol., 152: 5368 (1994).

[0123] Se contemplan anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos
triespecificos. Tutty col., J. Immunol. 147: 60 (1991).

6. Anticuerpos multivalentes

[0124] Un anticuerpo multivalente se puede internalizar (y/o catabolizar) mas rapidamente que un anticuerpo
bivalente por una célula que expresa un antigeno al cual los anticuerpos se unen. Los anticuerpos de la presente
invencion pueden ser anticuerpos multivalentes (que son diferentes de los de tipo IgM) con tres 0 mas sitios de union
a antigeno (por ejemplo, anticuerpos tetravalentes), que se pueden producir facilmente mediante la expresién
recombinante de un &acido nucleico que codifica las cadenas de polipéptidos del anticuerpo. El anticuerpo
multivalente puede comprender un dominio de dimerizacion y tres 0 mas sitios de unién a antigeno. El dominio de
dimerizacién preferido comprende (0 consiste en) una regidon Fc o una region bisagra. En este escenario, el
anticuerpo comprendera una region Fc y tres 0 mas sitios de unién a antigeno aminoterminales en la regién Fc. El
anticuerpo multivalente preferido en la presente memoria descriptiva comprende (0 consiste en) tres a
aproximadamente ocho, pero preferiblemente cuatro, sitios de uniéon al antigeno. El anticuerpo multivalente
comprende al menos una cadena de polipéptido (y preferiblemente dos cadenas de polipéptidos), en el que la(s)
cadena(s) de polipéptido8s) comprende(n) dos o mas dominios variables. Por ejemplo, la(s) cadena(s) de
polipéptido(s) pueden comprender VD1-(X1),-VD2-(X2)n-Fc, en el que VD1 es un primer dominio variable, VD2 es un
segundo dominio variable, Fc es una cadena de polipéptido de una region Fc, X1 y X2 representan un aminoacido o
un polipéptido, y n es 0 0 1. Por ejemplo, la(s) cadena(s) de polipéptido(s) pueden comprender una cadena de la
region VH-CH1-enlazador flexible-VH-CH1-Fc; o una cadena de la region VH-CH1-VH-CH1-Fc. El anticuerpo
multivalente de la presente memoria descriptiva comprende ademdas preferiblemente al menos dos (y
preferiblemente cuatro) polipéptidos del dominio variable de la cadena ligera. El anticuerpo multivalente de la
presente memoria descriptiva puede, por ejemplo, comprender entre aproximadamente dos y aproximadamente
ocho polipéptidos del dominio variable de la cadena ligera. Los polipéptidos del dominio variable de la cadena ligera
contemplados aqui comprenden un dominio variable de la cadena ligera y, opcionalmente, comprenden ademas un
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dominio CL.

7. Genomanipulacion de la funcién efectora

[0125] Puede ser deseable modificar el anticuerpo de la presente invencion con respecto a la funcién efectora,
por ejemplo, con el fin de potenciar la citotoxicidad mediada por célula dependiente de antigeno (ADCC) y/o la
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) del anticuerpo. Esto se puede conseguir introduciendo una o mas
sustituciones de aminoacidos en una regién Fc del anticuerpo. Alternativa o adicionalmente, se pueden introducir
resto(s) de cisteina en la regién Fc, permitiendo por tanto la formacién del enlace disulfuro intercadena en esta
regiéon. El anticuerpo homodimérico generado de esta manera puede tener capacidad de internalizacion mejorada
y/o muerte celular mediada por el complemento aumentada y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADCC). Véase Caron y col., J. Exp Med. 176: 1191-1195 (1992) and Shopes, B. J. Immunol. 148:2918-2922 (1992).
Se pueden preparar también Anticuerpos homodiméricos con actividad antitumoral aumentada Usando reticuladores
heterobifuncionales tal como se describe en Wolff y col., Cancer Research 53: 2560-2565 (1993). Alternativamente,
se puede genomanipular un anticuerpo que tiene regiones Fc dobles y puede tener por consiguiente una lisis
aumentada del complemento y capacidades ADCC. Véase Stevenson y col., Anti-Cancer Drug Design 3: 219-230
(1989). Para aumentar la semivida en suero del anticuerpo, se puede incorporar un epitopo de unién a receptor
salvaje en el anticuerpo (especialmente un fragmento de anticuerpo) tal como se describe en la Patente de los
Estados Unidos 5.739.277, por ejemplo. Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “epitopo de
union a receptor salvaje” se refiere a un epitopo de la regiéon Fc de una molécula de IgG (por ejemplo, IgG1, IgG2,
IgG3, 0 1gG4) que es responsable de aumentar la semivida de la molécula de 1gG en suero in vivo.

8. Inmunoconjugados

[0126] La presente invencién también se refiere a inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo
conjugado a un agente citotoéxico tal como un agente quimioterapéutico, un agente inhibidor del crecimiento, una
toxina (por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa de origen bacteriano, fungico, vegetal, o animal, o sus
fragmentos), o un is6topo radioactivo, es decir, un radioconjugado) y/o una marcador detectable.

a. Agentes guimioterapéuticos

[0127] Se han descrito anteriormente agentes quimioterapéuticos Utiles en la generacion de dichos
inmunoconjugados las toxinas enzimaticamente activas y sus fragmentos que se pueden usar incluyen la cadena A
de la difteria, los fragmentos activos que no se unen de la toxina de la difteria, la cadena A de la exotoxina (de
Pseudomonas aeruginosa), la cadena A de la ricina, la cadena A de la abrina, la cadena A de la modecina, la alfa-
sarcina, las proteinas de Aleurites fordii, las proteinas de la diantina, las proteinas de Phytolaca americana (PAPI,
PAPII, y PAPS), el inhibidor de momordica charantia, la curcina, la crotina, el inhibidor de la saponaria officinalis, la
gelonina, la mitogelina, la restrictocina, la fenomicina, la enomicina, y los tricotecenos. Estan disponibles una
variedad de radionucleidos para la produccién de anticuerpos radioconjugados. Los ejemplos incluyen “?Bi, **!|
B, 2%y, y *°Re. Los conjugados del anticuerpo y el agente citotéxico se preparan usando una variedad de agentes
de acoplamiento a proteinas bifuncionales tales como propionato de N-succinimidil-3-(2-piridilditiol) (SPDP),
iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como clorhidrato de dimetil adipimidato), ésteres
activos (tales como suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tales como glutaraldehido), bis-azido compuestos (tales
como bis (p-azidobenzoil) hexanodiamina, derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-
etilendiamina), diisocianatos (tales como 2,6-diisocianato de tolieno), y compuestos de fldor bis-activos (tales como
1,5-fifluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, se puede preparar una inmunotoxina de ricina tal como se describe en
Vitetta y col., Science, 238: 1098 (1987). El acido 1-isotiocianatobencil-3-metildietileno triaminopentaacético marcado
con carbono-14 (MX-DTPA) es un agente quelante a modo de ejemplo para la conjugacién de radionucleétidos con
el anticuerpo. Véase documento W094/11026.

[0128] Se contemplan también en la presente memoria descriptiva los conjugados de un anticuerpo y una o
mas toxinas de molécula pequefia, tales como calicamicina, maitansinoides, un tricoteno, y CC1065 y los derivados
de estas toxinas que tienen actividad de toxina.

B. Oligopéptidos de unién a LY6

[0129] Los oligopéptidos de unién a LY6 de la presente invencién son oligopéptidos que se unen,
preferiblemente de manera especifica, con un polipéptido de LY6 tal como se describe en la presente memoria
descriptiva. Los oligopéptidos de unién a LY6 se pueden sintetizar quimicamente usando la metodologia conocida
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de sintesis de oligopéptidos o se pueden preparar y purificarse usando tecnologia recombinantes. Los oligopéptidos
de union a LY6 tienen al menos aproximadamente 5 aminoacidos de longitud, alternativamente al menos
aproximadamente 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, o 100 aminoéacidos de longitud o mas, en el que dichos oligopéptidos son capaces de unirse,
preferiblemente de manera especifica, a un polipéptido de LY6 tal como se describe en la presente memoria
descriptiva. Los oligopéptidos de unién a LY6 se pueden identificar sin experimentacién innecesaria usando técnicas
bien conocidas. A este respecto, es de sefialar que las técnicas para el cribado de bibliotecas de oligopéptidos que
son capaces de unirse especificamente a un polipéptido diana son bien conocidas en la materia (véanse, por
ejemplo, Patentes de los Estados Unidos 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; Publicaciones PCT N° WO 84/03506 y WO84/03564; 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).

[0130] A este respecto, la expresién del bacteriéfago (fago) es una técnica bien conocida que permite cribar
grandes bibliotecas de oligopéptidos para identificar el(los) miembro(s) de aquellas bibliotecas que son capaces de
unirse especificamente a un polipéptido diana. La expresion del fago es una técnica mediante la cual variantes de
polipéptidos se expresan como proteinas de fusién para el revestimiento de la proteina sobre la superficie de
particulas de bacteriéfago (Scott, J.K. y Smith, G. P. (1990) Science 249: 386). La utilidad de la expresion del fago
se basa en el hecho de que se pueden clasificar de manera rapida y eficaz grandes bibliotecas de variantes de
proteinas aleatorizadas de manera selectiva (0 ADNc clonados de manera aleatoria) para las secuencias que se
unen a una molécula diana con elevada afinidad, La expresion de las bibliotecas peptidicas (Cwirla, S. E. y col.
(1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 6378) o la proteina (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 usado para cribar millones de polipéptidos u
oligopéptidos para unos con propiedades de unidn especificas (Smith, G. P. (1991) Current Opin. Biotechnol., 2:
668). La clasificacion de bibliotecas de fagos de mutantes aleatorios requiere una estrategia para construir y
propagar un gran numero de variantes, un procedimiento para la purificacion por afinidad usando el receptor diana, y
un medio de evaluar los resultados de los enriquecimientos de la unién. Patentes de los Estados Unidos N
5.223.409, 5.403.484, 5.571.689, y 5.663.143.

[0131] Aungue la mayor parte de procedimientos de expresion de fagos han usado fagos filamentosos, se
conocen también sistemas de expresién de fagos lambdoides (documento WO 95/34683; documento U.S.
5.627.024), sistemas de expresion de 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, Protein Sci., 5: 1833 (1996); Efimov y col., Virus Genes, 10: 173 (1995)) y sistemas de
expresion de fagos T7 (Smith and Scott, Methods in Enzymology, 217: 228-257 (1993); U.S. 5,766,905).

[0132] Se han desarrollado en la actualidad muchas otras mejoras y variaciones del concepto basico de
expresion de fagos. Estas mejoras aumentan la capacidad de los sistemas de expresion de cribar bibliotecas de
péptidos para la unidon a moléculas diana seleccionadas y a las propiedades funcionales de expresion con el
potencial de cribado de estas proteinas para las propiedades deseadas. Se han desarrollado dispositivos
combinatorios de reaccién para las reacciones de expresion de fagos (documento WO 98/14277) y se han usado las
bibliotecas de expresion de fagos para analizar y controlar interacciones bimoleculares (Documentos WO 98/20169;
WO 98/20159) y las propiedades de péptidos helicoidales restringidos (documento WO 98/20036). El documento
WO 97/35196 describe un procedimiento de aislar un ligando de afinidad en el que la biblioteca de expresion de
fagos se pone en contacto con una disolucién en la que el ligando se unira a una molécula diana y una segunda
disolucién en la que el ligando de afinidad no se unira con la molécula diana, para aislar selectivamente los ligandos
de unién. El documento WO 97/46251 describe un procedimiento de someter a ciclos de seleccion de fagos por
afinidad una biblioteca de expresion de fagos aleatoria con un anticuerpo purificado por afinidad y a continuacién
aislar el fago de unién seguido por un procedimiento de seleccion de fagos por microafinidad usando pocillos de
microplacas para aislar fagos de unién de elevada afinidad. Se ha informado también el uso de la proteina A de
Staphylococcus aureus como una etiqueta de afinidad (Li y col. (1998) Mol Biotech., 9: 187). El documento WO
97/47314 describe el uso de bibliotecas de sustracciéon de sustratos para distinguir las especificidades enzimaticas
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usando una biblioteca combinatoria que puede ser una biblioteca de expresion de fagos. Un procedimiento para
seleccionar enzimas adecuadas para el uso en detergentes usando la expresién de fagos se describe en el
documento WO 97/09446. Se describen procedimientos adicionales de seleccion de proteinas de unién en las
Patentes de los Estados Unidos N 5.498.538, 5.432.018, y en el documento WO 98/15833.

[0133] Los procedimientos para generar bibliotecas de péptidos y cribar estas bibliotecas se dan también a
conocer en las Patentes de los Estados Unidos 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.

[0134] En un aspecto, la presente invencién se refiere a ligandos del polipéptido LYPD5. La Figura 32
demuestra esto mostrando células COS sin transfectar (A) y células COS transfectadas con GLG-1 y tefiidas con la
proteina LYPDS-Fc. En una realizacion, el ligando de LYPD5 es la glicoproteina 1 (GLG-1) localizada en el complejo
de Golgi o el polipéptido de la E-selectina (ESL-1) tal como se muestra en las SEQ ID NOS:18, 20, 22, 6 24,
codificados por el acido nucleico que se muestra como las SEQ ID NOS: 17, 19, 21, o 23, respectivamente. En otra
realizacion, el polinucleétido que codifica un polipéptido GLG-1 comprende al menos 15, al menos 25, al menos , al
menos 50, al menos 100, al menos 250, al menos 500, al menos 750, al menos 1000, al menos 1250, al menos
1500, al menos 1750, al menos 2000, al menos 2040, al menos 2090, al menos 2150, al menos 2200, al menos
2300, al menos 2400, al menos 2500, al menos 2600, al menos 2700, al menos 2800, al menos 2900, al menos
3000, al menos 3100, al menos 3200, al menos 3300, al menos 3400, al menos 3500, al menos 3600, al menos
3700, o al menos 3720 nucledtidos contiguos de las SEQ ID NOS 17, 19, 21, o 23, o el polinucleétido que codifica un
GLG-1 comprende las SEQ ID NOS 17, 19, 21, o 23. En una realizacién, un polinucleétido que se une a un
polinucleétido que codifica un GLG-1 (SEQ ID NOS: 17, 19, 21, o 23), o uno de sus fragmentos, tiene al menos un
75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 97 %, al menos un
99 % o un 100 % de identidad de la secuencia con el polipéptido GLG-1 o uno de sus fragmentos. En una
realizacion, el polipéptido GLG-1 comprende al menos 10, al menos 25, al menos 50, al menos 75, al menos 100, al
menos 125, al menos 150, al menos 175, al menos 200, al menos 225, al menos 250, al menos 275, al menos 300,
al menos 325, al menos 350, al menos 400, al menos 450, al menos 500, al menos 550, al menos 600, al menos
650, al menos 700, al menos 750, al menos 800, al menos 850, al menos 900, al menos 950, al menos 1000, al
menos 1050, al menos 1100, al menos 1150, o al menos 1200 aminoacidos contiguos de las SEQ ID NOS: 18, 20,
22, 0 24, o el polipéptido GLG-1 comprende las SEQ ID NOS: 18, 20, 22, o0 24. GLG-1 o ESL-1 se expresan en
neutrdéfilos, se cree que estan implicados en la extravasacion de los neutréfilos en los tejidos, y se piensa que juegan
un papel importante en la inflamacion (véase Hidalgo et al. (2007) Immunity, 26(4): 477-489). GLG-1 o ESL-1 tienen
14 dominios GLG1 ricos en cisteina. EI dominio extracelular (ECD) es prolongado y como se describe a
continuacion, se encontraron variantes o fragmentos del ECD de GLG1 que tenian la capacidad de unirse a LYPD5.

[0135] En una realizacion, el ligando LYPDS5 es una variante o fragmento de una molécula de GLG-1 o ESL-1
descrita en la presente memoria descriptiva. Tal como se muestra en la Figura 33A-B, GLG-1 o0 ESL-1 pueden verse
como los fragmentos 1, 2, 3y 4 y se describen en el Ejemplo 11, uno cualquiera de los 4 fragmentos es suficiente
para la union de LYPD5. Puede ser

[0136] En una realizacion, el ligando LYPD5 es una variante o fragmento de GLG- o ESL-1 que es un Unico
dominio GLG-1. Tal como se muestra en la Figura 34A-B, GLG-1 se prepara de multiples dominios GLG-1 y como se
describe en el Ejemplo 11, un Gnico dominio GLG-1 es suficiente para la uniéon de LYPD5.

[0137] En una realizacién, el ligando LYPD5 es una variante o fragmento de GLG-1 0 ESL-1 que es especifica
de LYPS5. Tal como se muestra en la Figura 35A-B, GLG-1 incluye los dominios 26-114, el domino 115 y el dominio
150 y como se describe en el Ejemplo 11, el dominio 115 se une a LYPD5 pero los dominios 26-114 no se unen a
LYPD5.

[0138] La presente invencidon contempla variantes de GLG-1 de la misma manera que contempla variantes
para los miembros de la familia de LY®6.

C. Variantes de polipéptidos

[0139] Ademas de los polipéptidos, los anticuerpos y los polipéptidos de unién de LY6 descritos en el presente
documento, se contempla en la presente memoria descriptiva que se puedan preparar variantes de dichas moléculas
para el uso con la invencion. Dichas variantes se pueden preparar introduciendo cambios de nucleétidos apropiados
en el ADN codificante, y/o mediante la sintesis del anticuerpo o polipéptido deseado. Los expertos en la técnica
apreciaran que los cambios de aminoacidos pueden alterar los procesos después de la traduccion de estas
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moléculas, tales como el cambio de nimero o posicion de los sitios de glicosilacion o alterar las caracteristicas de
anclaje de la membrana.

[0140] Se pueden realizar variaciones en la secuencia de aminoacidos usando, por ejemplo, cualquiera de las
técnicas y directrices para las mutaciones conservativas y no conservativas que se muestran, por ejemplo, en la
Patente de los Estados Unidos N° 5.364.934. Las variaciones pueden ser una sustitucion, deleciéon o insercion de
uno o mas codones que codifican la secuencia de aminoacidos que da como resultado un cambio en la secuencia
de aminoacidos en comparaciéon con la secuencia natural. Opcionalmente, la variacion se realiza mediante
sustitucion de al menos un aminoacido con cualquier otro aminoacido en uno o mas de los dominios de la secuencia
de aminoacidos de interés. La directriz para determinar qué residuo de aminoacido se puede insertar, sustituir o
eliminar sin afectar adversamente la actividad deseada se puede encontrar comparando la secuencia de la
secuencia de aminoacidos de interés con moléculas homoélogas de la proteina conocida y minimizar el nimero de
cambios de la secuencia de aminoacidos con otro aminoacido que tenga propiedades estructurales y/o quimicas
similares, tales como la sustitucién de una leucina con una serina, es decir, sustituciones conservativas de
aminoacidos. Las inserciones y deleciones pueden estar opcionalmente en el intervalo de aproximadamente 1 a 5
aminoacidos. Se puede determinar la variacién permitida realizando inserciones, deleciones o sustituciones de
aminoacidos de manera sistematica en la secuencia y probando las variantes resultantes para la actividad
presentada por la secuencia natural de longitud completa o madura.

[0141] Se proporcionan en la presente memoria descriptiva fragmentos de diversos polipéptidos. Dichos
fragmentos pueden estar truncados en el extremo N o el extremo C, o pueden carecer de restos internos, por
ejemplo, cuando se comparan con un anticuerpo o proteina natural de longitud completa. Dichos fragmentos que
carecen de restos de aminoacidos que no son esenciales para una actividad biolégica deseada son también (tiles
con los procedimientos dados a conocer.

[0142] Los anteriores fragmentos de polipéptidos se pueden preparar mediante cualquier nimero de técnicas
convencionales. Los fragmentos de péptidos deseados se pueden sintetizar quimicamente. Una solucion alternativa
implica generar dichos fragmentos mediante digestién enzimatica, por ejemplo, tratando la proteina con una enzima
conocida que escinda las proteinas en los sitios definidos por los restos de aminoéacidos particulares, o difiriendo el
ADN con enzimas de restriccién adecuadas y aislando el fragmento deseado. Otra técnica adecuada mas implica
aislar y amplificar un fragmento de ADN que codifica el fragmento deseado mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Los oligonucleétidos que definen los términos deseados del fragmento de ADN se emplean en los
cebadores 5’ y 3' en la PCR. Preferiblemente, dichos fragmentos comparten al menos una actividad biologica y/o
inmunoldgica con la correspondiente molécula de longitud completa.

[0143] En realizaciones concretas, las sustituciones conservativas de interés se muestran en la Tabla 6 bajo el
encabezado de las sustituciones preferidas. Si dichas sustituciones dan como resultado un cambio en la actividad
bioldgica, se introducen a continuacién mas cambios sustanciales, denominados sustituciones a modo de ejemplo
en la Tabla 6, o como se describe adicionalmente a continuaciéon en referencia a los tipos de aminoacidos, y se
criban los productos con el fin de identificar la variante deseada.

Tabla 6

Resto original ~ Sustituciones a modo de ejemplo Sustituciones preferidas
Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys
Asn (N) GIn; His; Asp; Lys; Arg GIn
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser, Ala Ser
GIn (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp, GIn Asp
Gly (G) Pro; Ala Ala
His (H) Asn; GIn; Lys; Arg Arg
lle (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucina Leu
Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe lle
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Lys (K) Arg; Gin; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Leu
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina Leu
[0144] Se llevan a cabo modificaciones sustanciales en la funcién de la identidad inmunolégica del polipéptido

de LY6 seleccionando sustituciones que difieran significativamente en su efecto de mantener (a) la estructura del
esqueleto de polipéptido en la zona de la sustitucién, por ejemplo, como una conformacién en lamina o hélice, (b) la
carga o hidrofobia de la molécula en el sitio diana, o (c) el volumen de la cadena secundaria. Los restos que se
producen naturalmente se dividen en grupos basados en propiedades comunes de la cadena secundaria:

(1) hidréfobos: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) hidrdfilos neutros: Cys, Ser, Thr; Asn; GIn;

(3) acidos: Asp, Glu;

(4) basicos: His, Lys, Arg;

(5) restos que influencian la orientacién de la cadena: Gly, Pro;y
(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

[0145] Sustituciones no conservativas que implicaran el intercambio de un miembro de estas clases por otra
clase. Dichos restos sustituido se pueden introducir también en los sitios de sustitucién conservativos 0, mas
preferiblemente, en los sitios restantes (no conservados).

[0146] Se pueden realizar las variaciones usando procedimientos conocidos en la técnica tales como la
mutagénesis mediada por oligonucleétidos (dirigida al emplazamiento), barrido de alanina, y mutagénesis mediante
la PCR. Se pueden llevar a cabo la mutagénesis dirigida al emplazamiento (Carter y col., Nucl. Acids Res., 13: 4331
(1986); Zoller y col., Nucl. Acids Res., 10: 6487 (1987)), mutagénesis mediante casete (Wells y col., Gene, 34: 315
(1985)), mutagénesis de seleccién mediante restriccion (Wells y col., Philos. Trans. R. Soc. London SerA, 317: 415
(1986)) u otras técnicas conocidas en el ADN clonado para producir la molécula anti-LY®6.

[0147] Se puede emplear también el analisis de barrido de aminoacidos para identificar uno o mas
aminoacidos junto a una secuencia contigua. Entre los aminoacidos barridos preferidos estan los aminoacidos
neutros relativamente pequefios. Dichos aminoacidos incluyen alanina, glicina, serina, y cisteina. Entre este grupo,
un aminodacido barrido preferido es normalmente la alanina debido a que elimina la cadena secundaria mas alla del
carbono beta y es menos probable que altere la conformacién de la cadena principal de la variante (Cunningham
and Wells, Science, 244: 1081-1085 (1989)). Se prefiere también normalmente la alanina debido a que es el
aminoacido mas comun. Ademas, se encuentra frecuentemente en posiciones soterradas y expuestas (Creighton,
The Proteins, (W.H. Freeman & Co., N.Y.); Chothia, J. Mol. Biol., 150: 1 (1976)). Si la sustitucién de la alanina no da
como resultado cantidades adecuadas de variante, se puede usar un aminodacido isotérico.

[0148] Se puede sustituir también cualquier resto de cisteina no implicado en mantener la conformacion
apropiada del polipéptido de LY6, generalmente con serina, para mejorar la estabilidad oxidativa de la molécula y
evitar la reticulacién aberrante. De manera inversa, se pueden afiadir enlace(s) de cisteina a dicha molécula para
mejorar su estabilidad (particularmente cuando el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo tal como un fragmento
Fv).

[0149] Un tipo particularmente preferido de variante de sustitucion implica sustituir uno o mas restos de
regiones hipervariables de un anticuerpo parental (por ejemplo, un anticuerpo humanizado o humano).
Generalmente, la(s) variante(s) resultante(s) seleccionadas para el desarrollo adicional tendran propiedades
biolégicas mejoradas con respecto al anticuerpo parental a partir del cual se generan. Una manera conveniente de
generar dichas variantes de sustitucion implica la maduracion por afinidad usando la expresion de fagos. De manera
breve, algunos sitios de la regién hipervariable estdn mutados para generar todas las posibles sustituciones de
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amino en cada sitio. Las variantes de anticuerpo generadas de esta manera se expresan de una manera
monovalente a partir de particulas de fagos filamentosos como fusiones como fusiones del producto génico Il del
M13 empaquetado en el interior de cada particula. Las variantes que expresaron fagos se cribaron a continuacion
para su actividad bioldgica (por ejemplo, afinidad de unién) tal como se ha dado a conocer en la presente memoria
descriptiva. Con el fin de identificar sitios candidatos de la region hipervariable para la modificacién, se puede llevar
a cabo la mutagénesis de barrido de alanina para identificar restos de la region hipervariable que contribuyen
significativamente a la unién del antigeno. Alternativa, o adicionalmente, puede ser beneficioso analizar la estructura
cristalina del complejo antigeno-anticuerpo para identificar los puntos de contacto entre el anticuerpo y el polipéptido
diana. Dichos restos de contacto y restos adyacentes son candidatos de sustitucion de acuerdo con las técnicas
elaboradas en la presente memoria descriptiva. Una vez que se han generado dichas variantes, el panel de
variantes se somete a cribado tal como se describe en la presente memoria descriptiva y los anticuerpos con
propiedades superiores en uno 0 mas ensayos relevantes se pueden seleccionar para desarrollo adicional.

[0150] Las moléculas de acido nucleico que codifican las secuencias de aminoéacidos variantes de los
polipéptidos LY6 se preparan mediante una variedad de procedimientos conocidos en la técnica. Estos
procedimientos incluyen, pero no se limitan a, aislamiento de una fuente natural (en el caso de variantes de
secuencias de aminoacidos que se producen naturalmente) o preparacion mediante mutagénesis mediada por
oligonucleétidos (o dirigida al emplazamiento), mutagénesis mediante la PCR, y mutagénesis mediante casete de
una secuencia natural o0 en una variante preparada anteriormente.

D. Madificaciones de polipéptidos

[0151] Los polipéptidos y/o anticuerpos que se han modificado covalentemente pueden ser también
adecuados para el uso dentro del alcance de esta invencién. Un tipo de modificacion covalente incluye hacer
reaccionar restos de aminoacidos dirigidos de dichos anticuerpos y polipéptidos con un agente derivatizante
organico que sea capaz de reaccionar con cadenas secundarias seleccionada o los restos N o C terminales de
dichos anticuerpos y polipéptidos. Es til la derivatizacion con agentes bifuncionales, por ejemplo, para reticular las
moléculas anteriores a una matriz soporte insoluble en agua o superficie para uso en la purificacion. Los agentes
reticulantes comuinmente usados incluyen, por ejemplo, 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldehido, ésteres de
N-hidroxisuccinimida, por ejemplo ésteres con acido 4-azidosalicilico, imidoésteres homobifuncionales, incluyendo
ésteres de disuccinimidilo tales como 3,3’-ditiobis(succinimidilpropionato), maleimidas bifuncionales tales como bis-
N-maleimido-1,8-octano y agentes tales como metil-3-[(p-azidofenil)ditio]propioimidato.

[0152] Otras modificaciones incluyen la desamidacion de restos de glutaminilo y asparaginilo con los restos de
glutamilo y aspartilo correspondientes, respectivamente, hidroxilacion de prolina y lisina, fosforilacion de grupos
hidroxilo de restos serilo o treonilo, metilacién de los grupos a-amino de lisina, arginina, y de las cadenas
secundarias de histidina (T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H. Freeman & Co., San
Francisco, pp. 79-86 (1983)), acetilacién del amino N terminal, y amidacién de cualquier grupo carboxilo C terminal.
[0153] Otro tipo de modificacion covalente de los polipéptidos o anticuerpos comprende alterar el modelo
natural de glicosilacién del anticuerpo o polipéptido. Se pretende que “alterar el modelo natural de glicosilacién” para
los objetivos de la presente memoria descriptiva signifigue eliminar uno o mas restos carbohidratos que se
encuentran en la secuencia natural (tanto eliminando el sitio de glicosilacién subyacente como eliminando la
glicosilacion por medios quimicos y/o enzimaticos), y/o afiadiendo uno o mas sitios de glicosilacion que no estan
presentes en la secuencia natural respectiva. Ademas, la frase incluye cambios cualitativos en la glicosilacion de las
proteinas naturales, que implican un cambio en la naturaleza y las proporciones de diversos restos carbohidratos
presentes.

[0154] La glicosilacion de anticuerpos y otros polipéptidos estd normalmente tanto unida a N como unida a O.
Unida a N se refiere a la unién del resto carbohidrato a la cadena secundaria de un resto asparagina. Las
secuencias tripeptidicas asparagina-X-serina y asparagina-X-treonina, en las que X es cualquier aminoacido excepto
prolina, son las secuencias de reconocimiento para la union enzimatica del resto carbohidrato a la cadena
secundaria de asparagina. De esta manera, la presencia de cualquiera de estas secuencias tripeptidicas en un
polipéptido crea un sitio de glicosilacion potencial. La glicosilacion unida a O se refiere a la unién de uno de los
azucares N-acetil galactosamina, galactosa, o xilosa a un hidroxiaminoacidos, mas cominmente serina o treonina,
aunque se puede usar también 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina.

[0155] La adicion de sitios de glicosilacion se puede llevar a cabo alterando la secuencia de aminoacidos de

tal manera que contenga una o mas de las anteriores secuencias tripeptidicas descritas (para los sitios de
glicosilacion unidos a N). Se puede realizar también la alteracién mediante la adicion de, o la sustituciéon por, uno o
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mas restos de serina o treonina a la secuencia del mencionado anticuerpo o polipéptido original (para los sitios de
glicosilaciéon unidos a O). Dicha secuencia de anticuerpo o polipéptido se puede alterar opcionalmente mediante
cambios a nivel del ADN, particularmente, mutando el ADN que codifica las secuencias de aminoacidos anteriores
en bases preseleccionadas de tal manera que se generan codones que se traduciran en los aminoacidos deseados.

[0156] Otro medio de aumentar el nimero de restos carbohidratos es mediante acoplamiento quimico o
enzimatico de glicosidos al polipéptido. Se describen dichos procedimientos en la técnica, por ejemplo, en el
documento WO 87/05330 publicado el 11 de septiembre de 1987, y en Aplin y Wriston, CRC Crit. Rev. Biochem., pp.
259-306 (1981).

[0157] La eliminacion de restos carbohidratos se puede llevar a cabo quimica o enzimaticamente o mediante
sustituciones mutacionales de codones que codifican restos de aminoacidos que sirven como dianas para la
glicosilacion. Se conocen en la técnica técnicas de desglicosilacion quimica y se describen, por ejemplo, en
Hakimuddin, y col., Arch. Biochem. Biophys., 259: 52 (1987) y en Edge y col., Anal. Biochem., 118: 131 (1981). Se
puede conseguir la escisién enzimatica de restos carbohidratos en polipéptidos mediante una variedad de endo y
exoglicosidasas tal como se describe por Thotakura y col., Meth. Enzymol., 138: 350 (1987).

[0158] Otro tipo de modificacion covalente comprende la unién con uno de una variedad de polimeros no
proteinicos, por ejemplo, polietilenglicol (PEG), polipropilenglicol, o polioxialquilenos, en la manera que se muestra
en las Patentes de los Estados Unidos N° 4.640.835; 4.496.689, 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192 o0 4.179.337. El
polipéptido de LY6 puede estar también atrapado en microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de
coacervacion o mediante polimerizacion interfacial (por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y
microcapsulas de poli-(metilmetacrilato), respectivamente), en sistemas coloidales de administracion de farmacos
(por ejemplo, liposomas, microesferas de albdmina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocépsulas), o en
macroemulsiones. Se dan a conocer dichas técnicas en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 162 edicion, Oslo, A.,
Ed., (1980).

[0159] Las modificaciones que forman moléculas quiméricas son el resultado de fusiones de un polipéptido
con otro, se contemplan polipéptidos heterélogos o secuencias de aminoacidos para uso con los presentes
procedimientos.

[0160] En una realizacion, dicha molécula quimérica comprende una fusion de un polipéptido con un
polipéptido etiqueta que proporciona un epitopo al cual se puede unir de manera selectiva un anticuerpo anti
etiqueta. El epitope etiqueta se coloca generalmente en el extremo amino o carboxilo de dicho anticuerpo o
polipéptido. Se puede detectar la presencia de dichas formas de epitopos etiquetados de dichos anticuerpos o
polipéptido usando un anticuerpo contra el polipéptido etiqueta. También, la provisién del epitopo etiqueta permite
que dichos anticuerpos o polipéptidos se purifiquen facilmente mediante purificacion por afinidad usando un
anticuerpo anti etiqueta u otro tipo de matriz de afinidad que se une al epitope etiqueta. Se conocen bien en la
técnica diversos polipéptidos etiquetas y sus respectivos anticuerpos. Los ejemplos incluyen etiquetas de poli-
histidina (poli-his) o poli-histidina-glicina (poli-his-gly); el polipéptido etiqueta flu HA y su anticuerpo 12CA5 (Field y
col., Mol. Cell. Biol., 8: 2159-2165 (1988)); la etiqueta c-myc y los anticuerpos 8F9, 3C7, 6E10, G4, B7 y 9E10 de la
anterior (Evan y col., Molecular and Cellular Biology, 5: 3610-3616 (1985)); y la etiqueta de la glicoproteina D del
virus del Herpes Simple y su anticuerpo (Paborsky y col., Protein Engineering, 3(6): 547-553 (1990)). Otros
polipéptidos etiqueta incluyen el péptido Flag (Hopp y col., BioTechnology, 6: 1204-1210 (1988)); el péptido del
epitopo KT3 (Martin y col., Science, 255: 192-194 (1992)); un péptido del epitopo de la a-tubulina (Skinner y col., J.
Biol. Chem., 266: 15163-15166 (1991)); y la etiqueta del péptido de la proteina 10 del gen T7 (Lutz-Freyermuth y
col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 6393-6397 (1990)).

[0161] En una realizacién alternativa, la molécula quimérica puede comprender una fusién de un polipéptido
con una inmunoglobulina o una regién particular de una inmunoglobulina. Para una forma bivalente de la molécula
quimérica (denominada también como una “inmunoadhesina”), dicha fusion podria ser a la region Fc de una
molécula de IgG. Las fusiones de Ig incluyen preferiblemente la sustitucion de una forma soluble (dominio
transmembrana eliminado o inactivado) de un anticuerpo o polipéptido anterior en el lugar de al menos una region
variable en el interior de una molécula de Ig. En una realizacién particularmente preferida, la fusion de
inmunoglobulina incluye la bisagra, CH2 y CHs, o la bisagra, las regiones CH;, CH, y CHs; de una molécula de IgG1.
Para la produccion de fusiones de inmunoglobulinas, véase también la patente de los Estados unidos N° 5.428.130
concedida el 27 de junio de 1995.

E. Preparacion de polipéptidos
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[0162] La siguiente descripcién se refiere principalmente a la produccién de polipéptidos cultivando células
transformadas o transfectadas con un vector que contiene acido nucleico de dichos anticuerpos, polipéptido y
oligopéptidos. El término “polipéptidos” puede incluir anticuerpos, polipéptidos y oligopéptidos. Se contempla, por
supuesto, que procedimientos alternativos, que son bien conocidos en la técnica, se puedan emplear para preparar
dichos anticuerpos, polipéptido y oligopéptidos. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos apropiada, o0 sus
porciones, se pueden producir mediante sintesis peptidica directa usando técnicas en fase sélida [véase, por
ejemplo, Stewart y col., Solid-Phase Peptide Synthesis, W.H. Freeman Co., San Francisco, CA (1969); Merrifield, J.
Am. Chem. Soc., 85: 2149-2154 (1963)]. Se puede llevar a cabo la Sintesis de proteinas in vitro usando técnicas
manuales 0 automatizadas. Se puede llevar a cabo la sintesis automatizada, por ejemplo, usando un Sintetizador de
Péptidos Applied Biosystems (Foster City, CA) usando la instrucciones del fabricante. Algunas porciones de dichos
anticuerpos, polipéptidos u oligopéptidos se pueden sintetizar quimicamente por separado y combinarse usando
procedimientos quimicos o enzimaticos para producir el producto deseado.

1. Aislamiento del ADN gue codifica un polipéptido

[0163] Se puede obtener el ADN que codifica un polipéptido de una biblioteca de ADNc preparada a partir de
tejido que se piensa que posee dicho anticuerpo, polipéptido u oligopéptido de ARNm y expresa éste a un nivel
detectable. De acuerdo con esto, el ADN que codifica dichos polipéptidos se puede obtener convenientemente de
una biblioteca de ADNc preparada a partir de tejido humano, una biblioteca genémica o mediante procedimientos
conocidos (por ejemplo, sintesis automatizada de acidos nucleicos).

[0164] Las bibliotecas se pueden cribar con sondas (tales como oligonucleétidos de al menos
aproximadamente 20-80 bases) disefiadas para identificar el gen de interés p la proteina codificada por éste. El
cribado del ADNc o la biblioteca gendmica con la sonda seleccionada se puede llevar a cabo usando procedimientos
normalizados, tales como los descritos en Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Nueva York:
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Alternativamente, se puede usar la metodologia de la PCR [Sambrook
y col.,, mas arriba: Dieffenbach y col., PCR Primer: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1995)].

[0165] Se conocen bien en la materia las técnicas para cribar una biblioteca de ADNc. Las secuencias de
oligonucledtidos seleccionadas como sondas deben ser de suficiente longitud y suficientemente inequivocas de tal
manera que se minimicen los falsos positivos. El oligonucleétido se marca preferiblemente de tal manera que se
pueda detectar tras la hibridacion con el ADN en la biblioteca que se esta cribando. Son bien conocidos en la técnica
los procedimientos de marcado, e incluyen el uso de radiomarcas del tipo de ARP marcado con ¥p |a biotinilacion o
el marcado con enzimas. En Sambrook y col, mas arriba se proporcionan condiciones de hibridacion, que incluyen
rigor moderado y rigor elevado.

[0166] Las secuencias identificadas en dichos procedimientos de cribado de bibliotecas se pueden comparar y
alinearse con otras secuencias conocidas depositadas y disponibles en bases de datos publicas tales como
GenBank u otras bases de datos de secuencias privadas. Se puede determinar la identidad de la secuencia (a
cualquier nivel de aminoéacido o nucleétido) dentro de regiones definidas de la molécula o a través de la secuencia
de longitud completa, usando procedimientos conocidos en la técnica tal como se describe en la presente memoria
descriptiva.

[0167] Se puede obtener el acido nucleico que tiene la secuencia que codifica la proteina cribando el ADNc
seleccionado o las bibliotecas gendémicas usando la secuencia de aminoacidos deducida dada a conocer en la
presente memoria descriptiva por primera vez, y, Si es necesario, usando procedimientos convencionales de
extensién de cebadores tal como se describe en Sambrook y col., mas arriba, para detectar precursores y procesar
intermedios del ARNm que no se pueden transcribir de manera inversa en el ADNc.

2. Seleccion y transformacion de células hospedadora S

[0168] Las células hospedadoras se transfectaron o transformaron con los vectores de expresion o de
clonacion descritos en la presente memoria descriptiva para la produccion del polipéptido de LY6 y se cultivaron en
medios nutrientes convencionales modificados segln sea apropiado para inducir los promotores, seleccionar los
transformantes, o amplificar los genes que codificaban las secuencias deseadas. El técnico experto puede
seleccionar las condiciones del cultivo, tales como los medios, la temperatura, el pH y similares, sin experimentacién
innecesaria. En general, los principios, los protocolos, y las técnicas principales para maximizar la productividad de
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los cultivos celulares se pueden encontrar en Mammalian Cell Biotechnology: A Practical Approach, M. Butler, ed.
(IRL Press, 1991) y Sambrook y col., mas arriba.

[0169] La persona normalmente experta conoce los procedimientos de transfeccién de células eucariotas y
transformacion de células procariotas, por ejemplo, CaCl,, CaPO,, y electroporacion mediada por liposomas.
Dependiendo de la célula hospedadora usada, la transformacion se lleva a cabo usando técnicas normalizadas
apropiadas para dichas células. El tratamiento con calcio que emplea cloruro de calcio, tal como se describe en
Sambrook y col, mas arriba, o la electroporacién, se usa generalmente para los procariotas. La infeccién con
Agrobacterium tumefaciens se usa para la transformacion de algunas células vegetales, tal como se describe en
Shaw y col., Gene, 23: 315 (1983) y en el documento WO 89/05859 publicado el 29 de Junio de 1989. Para las
células de mamiferos sin dichas paredes celulares, se puede emplear el procedimiento de precipitacién con fosfato
de calcio de Graham y van der Eb, Virology, 52: 456-457 (1978). Se han descrito los aspectos generales de las
transfecciones en sistemas hospedadores de células de mamiferos en la Patente de los Estados Unidos N°
4.399.216. Se llevan a cabo normalmente transformaciones en levaduras de acuerdo con el procedimiento de Van
Solingen y col., J. Bact., 130: 946 (1977) y Hsiao y col., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 76: 3829 (1979). Sin embargo,
se pueden usar también otros procedimientos para introducir ADN en células, tales como mediante microinyeccién
nuclear, electroporacion, fusion de protoplastos bacterianos con células intactas, o policationes, por ejemplo,
polibreno, poliomitina. Para las diversas técnicas de transformacion de células de mamiferos, véanse Keown y col.,
Methods in Enzymology, 185: 527-537 (1990) y Mansour y col., Nature, 336: 348-352 (1988).

[0170] Las células hospedadoras adecuadas para la clonacién o la expresion del ADN en los vectores de la
presente memoria descriptiva incluyen células procariotas, de levaduras, o de eucariotas superiores Los procariotas
adecuados incluyen, pero no se limitan a eubacterias, tales como organismos Gram negativos o Gram positivos, por
ejemplo, Enterobacteriaceae tales como E. coli. Estan publicamente disponibles diversas cepas de E. coli, tales
como la cepa MM294 de E.coli k12 (ATCC 31.446); E. coli X1776 (ATCC 31.537); cepa W3110 de E. coli (ATCC
27.325) y K5 772 (ATCC 53.635). Otras células hospedadoras procariotas adecuadas incluyen Enterobacteriaceae
tales como Escherichia, por ejemplo, E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, por ejemplo,
Salmonella typhimurium, Serratia, por ejemplo, Serratia marcescens, y Shigella, asi como Bacilli tales como B.
subtilis y B. licheniformis (por ejemplo, B. licheniformis 41P dado a conocer en el documento DD 266.710 publicado
el 12 de abril de 1989), Pseudomonas tal como P. aeruginosa, y Streptomyces. Estos ejemplos son ilustrativos mas
bien que limitantes. La cepa W3110 es un hospedador u hospedador parental particularmente preferido debido a que
es una cepa hospedadora comun para fermentaciones de productos de ADN recombinante. Preferiblemente, la
célula hospedadora secreta cantidades minimas de enzimas proteoliticas. Por ejemplo, la cepa W3110 se puede
modificar para efectuar una mutacién genética en los genes que codifican las proteinas endoégenas del hospedador,
incluyendo los ejemplos de dichos hospedadores la cepa 1A2 de E. coli W3110, que tiene el genotipo tonA
completo; la cepa 9E4 de E. coli W3110, que tiene el genotipo tonA ptr3 completo; la cepa 27C7 de E.coli W3110
(ATCC 55.244), que tiene el genotipo tonA ptr3 phoA E15 (argF-lac)169 degP ompT kan'; la cepa 37D6 de E. coli
W3110, que tiene el genotipo tonA ptr3 phoA E15 (argF-lac)169 degP ompT rbs7 ilvG kan'; la cepa 40B4 de E. coli
W3110, que es la cepa 37D6 con una mutacién de delecion de degP no resistente a la kanamicina; y una cepa de E.
coli que tiene una proteasa periplasmica mutante dada a conocer en la Patente de los Estados Unidos N° 4.946.783
otorgada el 7 de agosto de 1990. Alternativamente, son adecuados los procedimientos de clonacién in vitro, por
ejemplo, la PCR u otras reacciones de la polimerasa con el acido nucleico.

[0171] Se pueden producir anticuerpos de longitud completa, fragmentos de anticuerpos, y proteinas de fusion
de anticuerpos en bacterias, en particular, cuando no se necesitan la glicosilacion ni la funcién efectora de Fc, tal
como cuando el anticuerpo terapéutico se conjuga con un agente citotoxico (por ejemplo, una toxina) y el
inmunoconjugado por si mismo muestra eficacia en la destruccion de células tumorales. Los anticuerpos de longitud
completa tienen mayor semivida en circulacion. La produccién en E. coli es mas rapida y mas econémica. Para la
expresion de fragmentos de anticuerpos y polipéptidos en bacterias, véanse, por ejemplo, los documentos U.S.
5.648.237 (Carter y col.), U.S. 5.789.199 (Joly y col.), y U.S. 5.840.523 (Simmons y col.) que describen la region de
inicio de la traduccion (TIR) y las secuencias sefial para optimizar la expresién y la secrecién. Tras la expresion, el
anticuerpo se aisla de la pasta de células de E. coli en una fraccion soluble y se puede purificar mediante, por
ejemplo, una columna de proteina A o G dependiendo del isotipo. La purificacion final se puede llevar a cabo de
manera similar al proceso para purificar el anticuerpo expresado en células adecuadas (por ejemplo, células CHO).

[0172] Ademas de los procariotas, los microbios eucariotas, tales como los hongos filamentosos o las
levaduras son adecuados hospedadores de clonacién o expresién de los vectores que codifican los polipéptidos
deseados. Saccharomyces cerevisiae es un microorganismo hospedador eucariota inferior cominmente usado.
Otros incluyen Schizosaccharomyces pombe (Beach y Nurse, Nature, 290: 140 [1981]; documento EP 139.383
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publicado el 2 de mayo de 1985); hospedadores de Kluyveromyces (Patente de los Estados Unidos N° 4.943.529;
Fleer y col., Bio/Technology, 9: 968-975 (1991)) tal como, por ejemplo, K. lactis (documentos MW98-8C, CBS683,
CBS4574; Louvencourt y col., J. Bacteriol., 154 (2): 737-742 [1983)]), K. fragilis (ATCC 12,424), K. bulgaricus (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 (EP 402,226); Pichia pastoris
(documento EP 183.070; Sreekrishna y col., J. Basic Microbiol., 28: 265-278 [1988]); Candida; Trichoderma reesia
(documento EP 244.234); Neurospora crassa (Case y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76: 5259-5263 [1979]);
Schwanniomyces tal como Schwanniomyces occidentalis (documento EP 394.538 publicado el 31 de Octubre de
1990); y hongos filamentosos tales como, por ejemplo, Neurospora, Penicillium, Tolypocladium (documento WO
91/00357 publicado el 10 de enero de 1991), y hospedadores de Aspergillus tales 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, pero no se limitan a, levaduras
capaces de crecer en metanol seleccionadas entre los géneros que consisten en Hansenula, Candida, Kloeckera,
Pichia, Saccharomyces, Torulopsis, y Rhodotorula. Se puede encontrar una lista de levaduras especificas que son a
modo de ejemplo de este tipo de levaduras en C. Anthony, The Biochemistry of Methylotrophs, 269 (1982).

[0173] Las células hospedadoras adecuadas para la expresién de la produccion de polipéptidos glicosilados
se derivan de organismos multicelulares. Los ejemplos de células de invertebrados incluyen células de insectos tales
como Drosophila S2 y Spodoptera Sf9, asi como células vegetales, tales como cultivos celulares de algodén, maiz,
patata, soja, petunia, tomate y tabaco. Se han identificado numerosas cepas y variantes baculoviricas y células
hospedadoras de insectos permisivas procedentes de hospedadores tales como Spodoptera frugiperda (oruga),
Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopictus (mosquito), Drosophila melanogaster (mosca de la fruta), y Bombyx
mori. Estan disponibles una variedad de cepas viricas para la transfeccién, por ejemplo, la variante L-1 de
Autographa californica NPV y la cepa Bm-5 de Bombyx mori NPV, y se pueden usar dichos virus como los virus en la
presente memoria descriptiva, particularmente para la transfeccion de células de Spodoptera frugiperda.

[0174] Sin embargo, hay un gran interés en las células de vertebrados, y la propagacion de células de
vertebrados en cultivos (cultivo de tejidos) ha llegado a ser un procedimiento rutinario. Los ejemplos de lineas de
células hospedadoras de mamiferos Utiles son la linea CV1 de rifién de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC
CRL 1651); la linea de rifion embriénico humano (293 o células 293 subclonadas para el crecimiento en un cultivo en
suspension, Graham y col., J. Gen Virol. 36: 59 (1977)); células de rifion de cria 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
de Sertoli de ratén (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23: 243-251 (1980)); células de rifién de mono (CV1 ATCC CCL 70);
células de rifion de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma cervical humano
(HELA, ATCC CCL 2); células de rifion canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de higado de ratas Buffalo (BRL 3A,
ATCC CRL 1442); células de pulmén humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado humano (Hep G2, HB
8065); tumor mamario de raton (MMT 060562, ATCC CCL51); células TRI (Mather y col., Annals N.Y. Acad. Sci.
383: 44-68 (1982)); células MRC 5; células FS4; y una linea de hepatoma humano (Hep G2)

[0175] Las células hospedadoras se transforman con los vectores de expresion o clonacion anteriormente
descritos para la produccion del polipéptido deseado y cultivados en medios nutrientes convencionales segun sea
apropiado para inducir los promotores, seleccionar los transformantes, o amplificar los genes que codifican las
secuencias deseadas.

3. Seleccion y uso de un vector replicable

[0176] El &cido nucleico (por ejemplo, ADNc o ADN genémico) que codifica el polipéptido de LY6 respectivo
se puede insertar en un vector replicable para la clonacion (amplificacion del ADN) o para la expresion. Estan
publicamente disponibles diversos vectores. El vector puede, por ejemplo, estar en forma de un plasmido, cosmido,
particula virica, o fago. La secuencia de acido nucleico apropiada se puede insertar en el vector mediante una
variedad de procedimientos. En general, el ADN se inserta en un(os) sitio(s) de endonucleasa de restriccion
apropiado(s) usando técnicas conocidas en la materia. Los componentes del vector incluyen generalmente, pero no
se limitan a, una o mas de una secuencia sefial, un origen de replicaciéon, uno 0 mas genes marcadores, un
elemento potenciador, un promotor, y una secuencia de terminacion de la transcripcién. La construccién de vectores
adecuados que contienen uno o mas de estos componentes emplea técnicas de ligadura normalizadas que el
técnico experto conoce.

[0177] Se puede producir el polipéptido deseado de manera recombinante no solo directamente, sino también
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como un polipéptido de fusiéon con un polipéptido heter6logo, que puede ser una secuencia sefial u otro polipéptido
que tenga un sitio de escision especifico en el extremo N de la proteina o el polipéptido maduro. En general, la
secuencia sefial puede ser un componentes del vector, o puede ser una parte del ADN que codifica la secuencia
madura que se inserta en el vector. La secuencia sefial puede ser una secuencia sefial procariota seleccionada, por
ejemplo, entre el grupo de la fosfatasa alcalina, penicilinasa, Ipp, o las lideres de la enterotoxina Il térmicamente
estable Para la secrecion de la levadura, la secuencia sefial puede ser, por ejemplo, la lider de la invertasa de la
levadura, la lider del factor alfa (que incluye las lideres del factor a de Saccharomyces y Kluyveromyces, descritas
posteriormente en la Patente de los Estados Unidos N° 5.010.182, o la lider de la fosfatasa acida, la lider de la
glucoamilasa de C. albicans (documento EP 362.179, publicado 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, se
pueden usar secuencias sefial de mamiferos para dirigir la secrecién de la proteina, tal como las secuencias sefial
procedentes de los polipéptidos secretados de la misma o especies relacionadas, asi como las lideres secretorias
viricas.

[0178] Ambos vectores, de expresion y de clonacién contienen una secuencia de acido nucleico que permite
al vector replicarse en una o mas células hospedadoras seleccionadas. Dichas secuencias son bien conocidas para
una variedad de bacterias, levaduras y virus. El origen de replicacion procedente del plasmido pBR322 es adecuado
para la mayor parte de bacterias Gram negativas, el origen del plasmido 2u es adecuado para levaduras, y algunos
origenes viricos (SV40, polioma, adenovirus, VSV p BPV) son utiles para los vectores de clonacion en células de
mamiferos.

[0179] Los vectores de expresion y de clonacion contendran normalmente un gen de seleccion, denominado
también un marcador seleccionable. Los genes de seleccion tipicos codifican proteinas que (a) confieren resistencia
a antibiéticos u otras toxinas, por ejemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato, o tetraciclina, (b) complementan
deficiencias auxotréficas, o (c) suministran nutrientes criticos no disponibles a partir de medios complejos, por
ejemplo, el gen que codifica la D-alanina racemasa de Bacilli.

[0180] Un ejemplo de marcadores seleccionables adecuados de células de mamiferos son aquellos que
permiten la identificacion de células competentes para la captacién de acido nucleico que codifican la proteina
deseada, tal como DHFR o la timidina cinasa. Una célula hospedadora apropiada cuando se emplea el DHFR
natural en la linea de células CHO deficiente en la actividad de DHFR, preparada y propagada tal como se describe
por Urlaub y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4216 (1980). Un gen de seleccion adecuado para el uso en
levaduras es el gen trpl presente en el plasmido YRp7 de levadura [Stinchcomb y col., Nature, 282: 39 (1979);
Kingsman y col., Gene, 7: 141 (1979); Tschempery col., Gene, 10: 157 (1980)]. El gen trp1 proporciona un marcador
de seleccion para una cepa mutante de levadura que carece de la capacidad de crecer en triptéfano, por ejemplo
ATCC N° 44076 o PEP4-1 [Jones, Genetics, 85: 12 (1977)].

[0181] Los vectores de expresion y de clonacion contienen normalmente un promotor unido de manera
operable a la secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos deseada, con el fin de dirigir la
sintesis de ARNm. Se conocen bien los promotores reconocidos por una variedad de células hospedadoras
potenciales. Los promotores adecuados para el uso con hospedadores procariotas incluyen los sistemas promotores
de la B-lactamasa y de la lactosa [Chang y col., Nature, 275: 615 (1978); Goeddel y col., Nature, 281: 544 (1979)], el
sistema promotor de la fosfatasa alcalina y el triptéfano (trp) [Goeddel, Nucleic Acids Res., 8: 4057 (1980);
documento EP 36.776], y los promotores hibridos tales como el promotor tac [deBoer y col., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 80: 21-25 (1983)]. Los promotores para uso en sistemas bacterianos contendran también una secuencia
Shine-Dalgarno (S.D.) unida de manera operable al ADN que codifica la secuencia de la proteina deseada.

[0182] Los ejemplos de secuencias promotoras deseadas para uso con hospedadores de levadura incluyen
los promotores de la 3-fosfoglicerato cinasa [Hitzeman y col., J. Biol. Chem., 255: 2073 (1980)] u otros enzimas
glicoliticos [Hess y col., J. Adv. Enzyme Reg., 7: 149 (1968); Holland, Biochemistry, 17: 4900 (1978)], tales como
enolasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, hexocinasa, piruvato decarboxilasa, fosfofructocinasa, glucos-6-
fosfato isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa, piruvato cinasa, triosafosfato isomerasa, fosfogluconasa isomerasa, y
glucocinasa.

[0183] Otros promotores de levaduras, que son promotores inducibles que tienen la ventaja adicional de la
transcripcion controlada por las condiciones de crecimiento, son las regiones promotoras de la alcohol
deshidrogenasa 2, el isocitocromo C, la fosfatasa acida, las enzimas degradadoras asociadas con el metabolismo
del hidrégeno, la metalotioneina, la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, y las enzimas responsables de la
utilizacién de la maltosa y la galactosa. Los vectores y promotores adecuados para el uso en la expresion de
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levaduras se describen adicionalmente en el documento EP 73.657.

[0184] La transcripcion del ADN en células hospedadoras de mamiferos esta controlada, por ejemplo, por
promotores obtenidos de los genomas de virus tales como el virus del polioma, el virus de la viruela (documento UK
2.211.504 publicado el 5 de julio de 1989), adenovirus (tal como Adenovirus 2), virus del papiloma bovino, virus del
sarcoma aviar, citomegalovirus, un retrovirus, el virus de la hepatitis B y el virus 40 de Simios (SV40), procedentes
de promotores de promotores heterélogos de mamiferos, por ejemplo, el promotor de la actina o un promotor de
inmunoglobulina, y de promotores de choque térmico, con la condicién de que dichos promotores sean compatibles
con los sistemas de células hospedadoras.

[0185] Se puede incrementar la transcripcién de un ADN que codifica el polipéptido deseado insertando una
secuencia potenciadora en el vector. Los potenciadores son elemento del ADN que actlan en cis, normalmente de
aproximadamente 10 a 300 pb, que actlan sobre un promotor para incrementar su transcripcion. Se conocen ahora
muchas secuencias potenciadoras procedentes de genes de mamiferos (globina, elastasa, albimina, a-fetoproteina,
e insulina). Normalmente, sin embargo, se usara un potenciador procedente de un virus de célula eucariota. Los
potenciadores incluyen el potenciador de SV40 en el lado posterior del origen de replicacion (pb 100-270), el
potenciador del promotor temprano del citomegalovirus, el potenciador del polioma en el lado posterior del origen de
replicacién, y los potenciadores de adenovirus. El potenciador se puede cortar y empalmar en el vector en una
posicion 5’ o 3' de la secuencia de codificacion de las secuencias de aminoacidos anteriores, pero se localiza
preferentemente en el sitio 5’ desde el promotor.

[0186] La expresion de los vectores usados en células hospedadoras eucariotas (levaduras, hongos, insectos,
vegetales, animales, seres humanos, o células nucleadas procedentes de otros organismos multicelulares)
contendran también las secuencias necesarias para la terminacion de la transcripcion y para la estabilizacion del
ARNm. Dichas secuencias estdn comunmente disponibles de las regiones 5' y, ocasionalmente 3’, sin traducir de
ADN eucariotas o viricos o de ADNc. Estas regiones contienen segmentos de nucleétidos transcritos como
fragmentos poliadenilados en la porcién no traducida del ARNm que codifica en anticuerpo, polipéptido u
oligopéptido respectivo descrito en esta seccion.

[0187] Otros procedimientos vectores, y células hospedadoras adicionales adecuados para la adaptacion a la
sintesis del anticuerpo, polipéptido u oligopéptido respectivo en cultivos celulares recombinantes de vertebrados se
describen en Gething y col., Nature, 293: 620-625 (1981); Mantei y col., Nature, 281: 40-46 (1979); documento EP
117.060; y documento EP 117.058.

4. Cultivo de células hospedadoras

[0188] Las células hospedadoras usadas para producir el polipéptido de LY6 se pueden cultivar en una
variedad de medios. Medios comercialmente disponibles tales como F10 de Ham (Sigma), Medio Esencial Minimo
((MEM), (Sigma), RPMI-1640 (Sigma), y Medio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), Sigma) son adecuados
para cultivar las células hospedadoras. Adicionalmente, cualquiera de los medios descritos en Ham y col., Meth.
Enz. 58: 44 (1979), Barnes y col., Anal. Biochem.102: 255 (1980), Patentes de los Estados Unidos N°° 4.767.704;
4.657.866; 4.927.762; 4.560.655; 0 5.122.469; documentos WO 90/03430; WO 87/00195; o Patente de los Estados
Unidos Re. 30.985 se pueden usar como medios de cultivo para las células hospedadoras. Cualquiera de estos
medios se puede suplementar segun sea necesario con hormonas y/u otros factores de crecimiento (tales como
insulina, transferrina, o factor de crecimiento epidérmico), sales (tales como cloruro de sodio, calcio, magnesio, y
fosfato), tampones (tales como HEPES), nucle6tidos (tales como adenosina y timidina), antibiéticos (tales como el
farmaco GENTAMYCINJ), elementos traza (definidos como compuestos inorganicos normalmente presentes en las
concentraciones finales en el intervalo micromolar), y glucosa o una fuente de energia equivalente. Se puede incluir
también cualquier otro suplemento necesario a las concentraciones apropiadas que conoceran los expertos en la
técnica. Las condiciones de cultivo, tales como la temperatura, el pH, y similares, son aquellas anteriormente usadas
con la célula hospedadora seleccionada para la expresién, y seran evidentes para las personas normalmente
expertas en la técnica.

5. Deteccion de la amplificacidn/expresion génica

[0189] Se pueden medir la amplificacion y/o la expresiéon génica en una muestra directamente, por ejemplo,
mediante transferencia Southern convencional, transferencia Northern para cuantificar la transcripcion del ARNm
[Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 5201-5205 (1980)], inmunotransferencia (analisis de ADN), o hibridacion in
situ, usando una sonda marcada apropiadamente, basandose en las secuencias proporcionadas en la presente
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memoria descriptiva. Alternativamente, se pueden emplear anticuerpos que pueden reconocer dupletes especificos,
incluyendo dupletes de ADN, dupletes de ARN, y dupletes hibridos de ADN-ARN o dupletes de ADN-proteinas. Los
anticuerpos, a su vez, se pueden marcar y se puede llevar a cabo el ensayo en el que el duplete se une a una
superficie, de tal manera que tras la formacion del duplete sobre la superficie, se pueda detectar el anticuerpo unido
al duplete.

[0190] Se puede medir, alternativamente, la expresiéon génica mediante procedimientos inmunolégicos, tales
como tincion inmunohistoquimica de células o secciones de tejido y ensayo de cultivos celulares o fluidos
corporales, para cuantificar directamente la expresion del producto génico. Los anticuerpos (tiles para la tincién
inmunohistoquimica y/o el ensayo de fluidos de muestra pueden ser tanto monoclonales como policlonales, y se
pueden preparar en cualquier mamifero. De manera conveniente, los anticuerpos adecuados para el presente
procedimiento se pueden preparar contra un polipéptido u oligopéptido de secuencia natural, 0 contra una secuencia
exogena fusionada al ADN y que codifica un epitopo del anticuerpo especifico de dicho polipéptido u oligopéptido.

6. Purificacién de la proteina

[0191] Los polipéptidos se pueden recuperar del medio de cultivo o de los lisados de células hospedadoras. Si
estan unidos a membrana, se pueden liberar de la membrana usando una disolucion detergente adecuada (por
ejemplo Triton-X 100) o mediante escisidn enzimatica. Las células empleadas en la expresion del anterior se pueden
perturbar mediante diversos medios fisicos o0 quimicos, tales como criocongelacion, ciclacidn, sonicacion,
perturbacién mecanica, o agentes de lisis celular.

[0192] Puede ser deseable purificar el anterior a partir de las proteinas o polipéptidos de célula
recombinantes. Los siguientes procedimientos son a modo de ejemplo de los procedimientos de purificacion
adecuados: mediante fraccionamiento en una columna de intercambio iénico, precipitacion con etanol; HPLC en fase
inversa cromatografia en gel de silice o en una resina de intercambio catiénico tal como DEAE; cromatofocalizacion;
SDS-PAGE, precipitacién con sulfato de amonio; filtracion en gel usando, por ejemplo, columnas de Sephadex G-75,
proteina A Sefarosa para eliminar contaminantes tales como IgG; y columnas quelantes metalicas para unir las
formas etiquetadas a epitopos de las moléculas deseadas. Se pueden emplear diversos procedimientos de
purificacién de proteinas y dichos procedimientos se conocen en la técnica y se describen por ejemplo en Deutscher,
Methods in Enzymology, 182 (1990); Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag, Nueva
York (1982). La(s) etapa(s) de purificacion seleccionada(s) dependera(n), por ejemplo, de la naturaleza del
procedimiento de produccién usado y del anticuerpo, polipéptido u oligopéptido concreto producido por los
procedimientos reivindicados.

[0193] Cuando se usan técnicas recombinante, se puede producir el polipéptido de LY6 intracelularmente, en
el espacio periplasmico, o secretarse directamente en el medio. Si dichas moléculas se producen intracelularmente,
como una primera etapa, el desecho particulado, tanto de las células hospedadoras como de los fragmentos lisados,
se retiran, por ejemplo, mediante centrifugacion o ultrafiltracion. Carter y col., Bio/Technology 10: 163-167 (1992)
describen un procedimiento para aislar anticuerpos que se secretan en el espacid periplasmico de E. coli. De
manera breve, la pasta celular se descongela en presencia de acetato de sodio (pH 3,5), EDTA, y
fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) durante aproximadamente 30 min. Los desechos celulares se pueden retirar
mediante centrifugacion. Cuando el anticuerpo se secreta en el medio, los sobrenadantes de dichos sistemas de
expresion se concentran en primer lugar generalmente usando un filtro de concentracion de proteinas
comercialmente disponible, por ejemplo, una unidad de ultrafiltracién Amicon o Millipore Pellicon. Se puede incluir un
inhibidor de la proteasa tal como PMSF en cualquiera de las etapas anteriores para inhibir la proteolisis y se pueden
incluir antibiéticos para evitar el crecimiento de contaminantes accidentales.

[0194] La purificacion se puede producir usando, por ejemplo, cromatografia de hidroxilapatito, electroforesis
en gel, didlisis, y cromatografia de afinidad, siendo la cromatografia de afinidad la técnica de purificacion preferida.
La adecuabilidad de la proteina A como un ligando de afinidad depende de las especies y el isotipo de cualquier
dominio Fc de inmunoglobulina que esta presente en el anticuerpo. Se puede usar la proteina A para purificar los
anticuerpos que estan basados en las cadenas pesadas y1, y2 o y4 (Lindmark y col., J. Immunol. Meth. 62: 1-13
(1983)). Se recomienda la proteina G para todos los isotipos de raton y para las y3 humanas (Guss y col., EMBO J.
5:15671575 (1986)). La matriz a la cual el ligando de afinidad se une es lo mas a menudo agarosa, pero estan
disponibles otras matrices. Las matrices mecanicamente estables tales como las de vidrio poroso controlado o
poli(estirenodivinilo)benceno permiten caudales mas rapidos y tiempos de procesamiento mas cortos que se pueden
conseguir con la agarosa. Cuando el anticuerpo comprende un dominio Cn3, la resina Bakerbond ABXJ (J. T. Baker,
Phillipsburg, NJ) es util para la purificaciéon. Estan también disponibles otras técnicas par la purificacién de proteinas
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tales como el fraccionamiento en una columna de intercambio ionico, la precipitacién con etanol, la HPLC en Fase
Inversa, la cromatografia en gel de silice, la cromatografia en heparina SEFAROSAJ, la cromatografia en una resina
de intercambio anidnico o catiénico (tal como una columna de acido poliaspartico), la cromatofocalizacién, SDS-
PAGE, y precipitacion con sulfato de amonio, dependiendo del anticuerpo que se va a recuperar.

[0195] Tras cualquier etapa(s) de purificacion preliminar, la mezcla que comprende el anticuerpo de interés y
los contaminantes se puede someter a una cromatografia de interaccion hidréfoba a pH bajo usando un tampén de
elucién a un pH de entre aproximadamente 2,5-4,5, llevada a cabo preferiblemente a concentraciones bajas de sal
(por ejemplo, de aproximadamente 0-0,25 M de sal).

H. Formulaciones farmacéuticas

[0196] Las formulaciones terapéuticas (“agente terapéutico” usadas de acuerdo con la presente invencién se
pueden preparar para el almacenamiento mezclando el(los) agente(s) terapéutico(s) que tiene el grado deseado de
pureza con vehiculos, excipientes 0 estabilizantes farmacéuticamente aceptables (Remington: The Science of
Practice of Pharmacy, 202 edicion, Gennaro, A. y col., Ed., Philadelphia College of Pharmacy and Science (2000)),
en la forma de formulaciones liofilizadas o disoluciones acuosas. Los vehiculos, excipientes, o estabilizantes
aceptables no son téxicos para los receptores a las dosificaciones y concentraciones empleadas, e incluyen
tampones tales como acetato, Tris, fosfato, citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes que incluyen acido
ascorbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencilamonio), cloruro de hexametonio,
cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabenos tales como metil o
propil parabeno; catecol, resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol, y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular
(menos de aproximadamente 10 restos), proteinas, tales como albdmina de suero, gelatina, o inmunoglobulinas;
polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina, o lisina; monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa, o dextrinas;
agentes quelantes tales como EDTA, tonificantes tales como trehalosa y cloruro de sodio; azlicares tales como
sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; tensioactivos tales como polisorbato; contraiones formadores de sales tales
como sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos de Zn-proteinas); y/o tensioactivos no idnicos tales como
TWEEN7, PLURONICS7 o polietilenglicol (PEG). El anticuerpo comprende preferiblemente el anticuerpo a una
concentracion de entre 5-200 mg/ml, preferiblemente entre 10-100 mg/ml.

[0197] Las formulaciones de la presente memoria descriptiva pueden contener mas de un compuesto activo
segln sea necesario para la indicacion particular que se esta tratando, preferiblemente aquellas con actividades
complementarias que no se afectan adversamente entre si. Por ejemplo, ademas del(de los) agente(s) terapéutico(s)
anterior(es), puede ser deseable incluir en la formulacion, un anticuerpo adicional, por ejemplo, un segundo agente
terapéutico mencionado, o un anticuerpo para alguna otra diana tal como el factor de crecimiento que afecta el
crecimiento del glioma. Alternativa, o adicionalmente, la composicion puede comprender ademas un agente
quimioterapéutico, agente citotdxico, citocina, agente inhibidor del crecimiento, agente antihormonal, y/o
cardioprotector. Dichas moléculas estan presentes de manera adecuada en cantidades que son eficaces para el
objetivo pretendido.

[0198] Los ingredientes activos pueden estar también atrapados en microcapsulas preparadas, por ejemplo,
mediante técnicas de coacervacibn o mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsulas de
hidroximetilcelulosa o gelatina y microcapsulas de polimetacrilato de metilo, respectivamente, en sistemas coloidales
de administracion de farmacos (por ejemplo, liposomas, microesferas de albimina, microemulsiones, nanoparticulas
y nanocéapsulas) o en macroemulsiones. Dichas técnicas se dan a conocer en Remington: The Science and Practice
of Pharmacy, mas arriba.

[0199] Se pueden preparar preparaciones de liberaciéon continua. Los ejemplos adecuados de preparaciones
de liberacion continua incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el
anticuerpo, cuyas matrices estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas, o microcapsulas los
ejemplos de matrices de liberacidon continua incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, polimetacrilato de 2-
hidroxietilo, o alcohol poli(vinilico), polilactidos (Patente de los Estados Unidos N° 3.773.919), copolimeros de acido
L-glutamico y vy etil-L-glutamato, acetato de etileno-vinilo no degradable, copolimeros de acido lactico-acido glicélico
degradables tales como LUPRON DEPOT7 (microesferas inyectables compuestas de copolimero de acido lactico-
acido glicolico y acetato de leuprélido), y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

[0200] Las formulaciones que se van a usar para la administracion in vivo deben ser estériles. Esto se lleva a
cabo facilmente mediante filtracién a través de membranas de filtracion estériles.
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Procedimientos para el diagnéstico y/o el tratamient 0 de la enfermedad inflamatoria del intestino

[0201] Para determinar la expresion de LY6 en el tejido o las células gastrointestinales de un mamifero, tal
como un mamifero que experimenta la IBD, estan disponibles diversos ensayos diagnésticos. En una realizacién, se
puede analizar la expresion en exceso del polipéptido de LY6 mediante la RT-PCR, la hibridacion in situ, el analisis
de micromatriz, y/o la inmunohistoquimica (IHC). Secciones de tejido incluidas en parafina reciente y/o congelada
procedentes de una biopsia gastrointestinal (tal como de colon o, mas especificamente, del colon sigmoideo) de un
mamifero (tal como, sin limitacion, un ser humano) se pueden someter a la RT-PCR, la hibridacion in situ, el analisis
de micromatriz y o el ensayo IHC.

[0202] Alternativa o, adicionalmente, se pueden llevar a cabo ensayos FISH tales como INFORM7
(comercializado por Ventana, Arizona) o PATHVISION7 (Vysis, lllinois) en formalina fijada, tejido incluido en parafina
para determinar la extensién (si acaso) de la expresién de LY6 y/o la regulacién en exceso en una muestra o biopsia
de tejido.

[0203] Se puede evaluar la expresion de LY6 usando un ensayo diagnéstico in vivo, por ejemplo,
administrando una molécula (tal como un anticuerpo, oligopéptido o molécula organica) que se une a la molécula
que se va a detectar y se etiqueta con un marcador detectable (por ejemplo, un is6topo radioactivo o un marcador
fluorescente) y se hace un barrido externo al paciente para la localizacién del marcador.

[0204] Actualmente, dependiendo de la etapa de la IBD, el tratamiento implica una terapia o una combinacion
de las siguientes terapias, cirugia para eliminar el tejido del intestino afectado, administracion de agentes
terapéuticos, incluyendo sin limitacion la quimioterapia, cambios en la dieta, y una gestion del estilo de vida: Se
conocen en la técnica los agentes terapéuticos o los agentes quimioterapéuticos Utiles en el tratamiento de la IBD y
se dan a conocer en la presente memoria descriptiva los agentes terapéuticos y quimioterapéuticos representativos

[0205] En particular, se contempla la terapia de combinacién con paclitaxel y los derivados modificados
(véase, por ejemplo, el documento EP0600517). El anticuerpo, polipéptido, oligopéptido o molécula organica anterior
se administrara con una dosis terapéuticamente eficaz del agente quimioterapéutico. En otra realizacién, dicho
anticuerpo, polipéptido, oligopéptido o molécula organica se administra junto con la quimioterapia para potenciar la
actividad y la eficacia del agente quimioterapéutico, por ejemplo, paclitaxel. Las Physicians Desk Reference (PDR)
dan a conocer las dosificaciones de estos agentes que se han usado en el tratamiento de diversos canceres. El
régimen de dosificacion y las dosificaciones de estos farmacos quimioterapéuticos anteriormente mencionados que
son terapéuticamente eficaces dependeran del cancer concreto que se esta tratando, la extension de la enfermedad
y otros factores familiares para el profesional experto en la técnica y se pueden determinar por el médico.

[0206] Los agentes terapéuticos o los agentes quimioterapéuticos se administran a un paciente humano, de
acuerdo con procedimientos conocidos, tales como la administracion intravenosa, por ejemplo, como un bolo o
mediante infusién continua durante un periodo de tiempo, mediante las rutas intracraneal, intracerebroespinal,
intraarticular, intratecal, intravenosa, intraarterial, subcutanea, oral, tpica, o de inhalacién.

[0207] La presente invencion da a conocer procedimientos que implican una etapa diagnéstica y una etapa de
tratamiento terapéutico. En una realizacion, la presente invencién proporciona procedimientos para detectar la
enfermedad inflamatoria del intestino (IBD) en un sujeto mamifero que incluyen las etapas de (1) detectar el nivel de
expresion de un acido nucleico o de un gen que codifica un polipéptido de LY6 (a) en una muestra de ensayo de
tejido o células obtenidas del sujeto, y (b) en una muestra del control en la que un nivel mayor de expresion del acido
nucleico o del gen de LY6 en la muestra de ensayo, en comparacion con la muestra del control, indica la presencia
de una IBD en el sujeto a partir del cual se obtuvo la muestra de ensayo; y (2) administrar al sujeto una cantidad
eficaz de un agente terapéutico para IBD. En una realizacién, el agente terapéutico para IBD es un antagonista de
otra molécula asociada con IBD. La presente invencién contempla varias moléculas asociadas con IBD que se
expresan de manera diferente en IBD. En otra realizacion, la molécula asociada con IBD se sobreexpresa en una
IBD. En otra realizacion, la molécula asociada con IBD sobreexpresada es una integrina. En otra realizacion, la
molécula asociada con IBD es integrina, beta 7 (ITGB2) (véase el documento 2006/026759). El término “agente
terapéutico para IBD” tal como se usa en la presente memoria descriptiva, se refiere a un antagonista de una
molécula asociada con la IBD. En una realizacion, el agente terapéutico para IBD es un antagonista de una
integrina. En otra realizacion, el agente terapéutico para IBD es un antagonista de ITGB7. En otra realizacion, el
agente terapéutico para IBD es un antagonista del polipéptido que se muestra como SEQ ID NO: 69 codificado por
la secuencia de acido nucleico que se muestra como SEQ ID NO: 68.
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J. Articulos de fabricacién y kits

[0208] Para las aplicaciones diagndsticas, el articulo de la fabricacién comprende un recipiente y una etiqueta
0 prospecto en 0 asociado con el recipiente que indica un uso para la deteccion y la expresion de LY6 (tal como, sin
limitacion LY6, LYPD1, LYPD3, y/o LYPD5) en un tejido o célula gastrointestinal de un mamifero. En una realizacion,
el mamifero es un ser humano. En una realizacion, el tejido o la célula es un tejido o una célula gastrointestinal. En
una realizacion, la deteccion incluye la cuantificacién respecto a una muestra del control. En una realizacion, el
recipiente, etiqueta o prospecto indica que el tejido o las células gastrointestinales son del colon de un mamifero. En
una realizacion, el recipiente, la etiqueta o el prospecto indican que la expresion creciente de LY6 con respecto a
una muestra del control es indicadora de la IBD, incluyendo, sin limitaciéon la CD y/o la UC, en el mamifero. Los
recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, viales, jeringuillas, etc. Los recipientes pueden estar formados
de una variedad de materiales tales como vidrio o plastico. Adicionalmente, el articulo de la fabricacién puede
comprender ademas un segundo recipiente que comprende un tampén u otro reactivo (tal como un marcador
detectable) util para llevar a cabo la deteccion. Este puede incluir ademéas otros materiales deseables desde un
punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, y colorantes.

[0209] Para el aislamiento y la purificacion del polipéptido de LY6, el kit puede contener el reactivo de union a
LY6 acoplado a perlas (por ejemplo, perlas de sefarosa). Se pueden proporcionar kits que contienen dichas
moléculas para la deteccion y la cuantificacion del polipéptido de LY6 in vitro, por ejemplo, en un ELISA o una
transferencia Western. Como con el articulo de la fabricacion, el kit comprende un recipiente y una etiqueta o
prospecto en o asociada con el recipiente El recipiente mantiene una composicion que comprende al menos uno de
dicho anticuerpo, oligopéptido o molécula organica de union a LY6 utilizable con la invencién. Se pueden incluir
recipientes adicionales que contengan, por ejemplo, diluyentes y tampones, anticuerpos de control. La etiqueta o
prospecto puede proporcionar una descripcion de la composicién asi como las instrucciones para el uso previsto in
vitro o diagnéstico.

K. Acidos nucleicos gue codifican LY6 de sentido di recto y de sentido contrario

[0210] Las moléculas que se esperaria que se unieran a los acidos nucleicos que codifican un gen LY6
incluyen oligonucleétidos de sentido directo y de sentido contrario, que comprenden una secuencia de acido nucleico
monocatenario (tanto ARN como ADN) capaz de unirse a las secuencias diana de ARNm o ADN de LY6. Los
oligonucledtidos de sentido contrario o de sentido directo, segun la presente invencién, comprenden un fragmento de
la region de codificacion del ADN de LY6 o su complemento: La capacidad para derivar un oligonucleétido de
sentido contrario o de sentido directo, basandose en una secuencia de ADNc que codifica una proteina dada, se
describe en, por ejemplo, Stein y Cohen (Cancer Res. 48: 2659, 1988) y van der Krol y col. (BioTechniques 6: 958,
1988).

[0211] Los oligonucledtidos de sentido directo y/o de sentido contrario hibridables a un gen LY6 son Utiles, por
ejemplo, para detectar la presencia de ADN o ARNm de LY6 en una muestra de tejido o células gastrointestinales de
un mamifero de acuerdo con la invencién. Los compuestos de sentido directo y/o de sentido contrario usados de
acuerdo con esta invencién se pueden preparar de manera conveniente y rutinaria mediante la técnica bien conocida
de la sintesis en fase solida. El equipo para dicha sintesis se adquiere de diversos suministradores que incluyen, por
ejemplo, Applied Biosystems (Foster City, Calif.). Se puede emplear de manera adicional o alternativa cualquier otro
medio para dicha sintesis conocido en la técnica. Es bien conocido el uso de técnicas similares para preparar
oligonucleétidos tales como los fosforotioatos y los derivados alquilados. Los compuestos de la presente invencién
pueden también premezclarse, encapsularse, conjugarse o asociarse de otra forma con otras moléculas, estructuras
de moléculas o mezclas de compuestos, tales como, por ejemplo, liposomas, moléculas dirigidas al receptor,
formulaciones orales, rectales, topicas u otras, para ayudar en la captacion, distribucion y/o absorcion. Las patentes
gue ensefian la preparacion de dicha captacién, distribucion y/o absorcion, ayudando a las formulaciones incluyen,
pero no se limitan a, Patentes de los Estados Unidos 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.

[0212] Los oligonucleétidos de sentido directo y sentido contrario incluyen sin limitacion los cebadores y
sondas Utiles en la PCR, RT-PCR, procedimientos de hibridacion, hibridacién in situ, y similares.

[0213] Otros ejemplos de oligonucleétidos de sentido directo o sentido contrario incluyen aquellos
oligonucledtidos que estan unidos covalentemente a restos organicos, tales como los descritos en el documento WO
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90/10048, y otros restos que incrementan la afinidad del oligonucleétido por una secuencia de acido nucleico diana,
tales como poli-(L-lisina). Aun mas, se pueden afiadir agentes intercalantes tales como elipticina, y agentes
alquilantes o complejos metdlicos a los oligonucledtidos de sentido directo o de sentido contrario para modificar las
especificidades de union del oligonucledtido de sentido contrario o de sentido directo para la secuencia del
nucleétido diana.

[0214] Las moléculas de ARN o ADN de sentido contrario o sentido directo son generalmente al menos
aproximadamente de 5 nucledtidos de longitud, de manera alternativa al menos aproximadamente 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, o 1000 nucledtidos de longitud, en el que en este contexto, el
término “aproximadamente” significa la longitud de la secuencia de nucleétidos de referencia mas o menos un 10 %
de la longitud de referencia.

EJEMPLOS

[0215] Los siguientes ejemplos no limitantes se proporcionan con objetivos ilustrativos y no se pretende que
limiten el alcance de la invencion. Reactivos comercialmente disponibles denominados como en los ejemplos se
usaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante a no ser que se indique otra cosa. La fuente de las lineas
celulares se identificé en los siguientes ejemplos, y/o a lo largo de la memoria descriptiva, mediante los nimeros de
acceso de la ATCC que es la American Type Culture Collection, Manassas, VA.

Ejemplo 1: Materiales y procedimientos

[0216] Reactivos, células y ratones: se obtuvieron IFNy, TNFa, e IL13 de Peprotech™ (Rocky Hill, NJ). Se
obtuvo IFNa de Hycult Biotechnology™ (Paises Bajos). Para los experimentos de reticulacién, se obtuvieron el
anticuerpo dirigido contra el control de KLH, y anti LY6GA (clon E13-161.7 o D7) de Pharmingen™ (San Diego, CA).
Se obtuvo anti-LY6C (clon HK1.4) de Southern Biotech™ (Birmingham, AL).

[0217] Se indujo la colitis cronica mediante transferencia de CD45RB"" tal como se ha descrito anteriormente
en ratones SCID en un fondo Balb/c (Powrie, F. y col., (1994) Immunity 1:553-562). Ratones IL10-/- (Kuhn, R. y col.,
(1993) Cell 75: 263-274) sobre 129 fondos, que desarrollan colitis espontanea, se sacrificaron a entre 11 y 13
semanas de edad, Los célones se congelaron rapidamente en OCT hasta que se usaron en los experimentos tal
como se ha descrito. El colon proximal, el colon medio, el colon distal y el recto se puntuaron usando una escala de
0-5 (0 = intestino normal, 5 = enfermedad grave). Se sumaron las puntuaciones para conseguir una puntuacion total
de gravedad de la colitis para cada animal.

[0218] Se derivo la linea celular de colonocitos de ratén adulto joven (YAMC) (proporcionada por Robert
Whitehead, Vanderbilt University Medical Center, Nashville, TN) del Immortomouse™, un animal transgénico que
contenia un antigeno T sensible a la temperatura (tsTag) bajo el control de un promotor dependiente del interferén vy,
tal como se ha descrito anteriormente (Whitehead, R.H. y col, (1993) Proc Natl Acad Sci U S A 90 :587-591). Las
células YAMC proliferan en condiciones permisivas de 32 °C en presencia de 5 unidades/ml de IFN-7 (Peprotech™,
New Jersey), pero no proliferan mas tras la retirada de IFN y a 37 °C (condiciones no permisivas).

[0219] Las células YAMC se cultivaron en RPMI que contenia FBS al 5 %, L-glutamina 2 mM,
penicilina/estreptomicina, 5 U/ml de IFN y y suplemento N-2 (Invitrogen™, Carlsbad, CA). Se cultivaron las células
en condiciones no permisivas durante 24 horas antes de los experimentos, y durante la duracién de la
experimentacion.

[0220] Se obtuvieron células CMT93 de la ATCC (Numero ATCC®, CCL-223™, ATCC, Manassas, VA)
cultivadas en DMEM que contenia FBS al 10 %, L-glutamina 2 mM, y penicilina/estreptomicina.

[0221] Microscopio de captura laser y purificacion del ARN: se aplicaron secciones de 10-12 um a portas con
membrana LCM (Molecular Machines™, Glattbrugg, Suiza). Se sometieron los portas a una tincién H&E abreviada
(tiempo total de aproximadamente cinco minutos) entes de que se identificaran histolégicamente las células
epiteliales de la cripta y se diseccionaron usando un microscopio MMI Cellcut™ (Molecular Machines™, Glattbrugg,
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Suiza). Se purificé el ARN a partir de las células diseccionadas usando el kit de purificacién del ARN Arcturus™
Picopure y los protocolos del fabricante (Arcturus™, Sunnyvale, CA) y se cuantificé usando el Espectrofotometro™
NanoDrop ND-1000™ (NanoDrop Technologies™, Wilmington, DE).

[0222] Hibridacién de micromatriz y andlisis de datos: Se determiné la cantidad y la calidad de la entrada de
muestras de ARN total usando un espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop™ Technologies, Montchanin, DE) y
Bioanalyzer 2100™ (Agilent™ Technologies, Palo Alto, CA), respectivamente. Agilent™ Technologies (Palo Alto,
CA) proporciond el procedimiento de preparacion del ARNc marcado con colorante Cy y la hibridacion de la matriz.
De manera breve, la muestra de ARN total se convirti6 en ADNc bicatenario y a continuaciéon en ARN marcado
usando un Kit Low RNA Input Fluorescent Linear Amplification™ (Agilent™, Product n® 5184-3523).El ARNc
marcado se purificd usando el mini kit RNeasy™ (Qiagen™, San Diego, CA) y a continuacion se cuantificd usando el
espectrofotometro ND-1000™ (Nanodrop™ Technologies). Se determind la incorporacién del colorante Cy haciendo
avanzar el ARNc marcado en un gel de TBE-Urea Novex™ (Invitrogen™, Carlsbad, CA) seguido por el barrido del
gel en un escaner Typhoon™ (GE Healthcare™, Piscataway, NJ). Para determinar la cantidad de cuentas
fluorescentes del colorante Cy, se analizaron las imagenes del gel usando el software ImageQuant™ (GE
Healthcare™). Aproximadamente, 500.000 cuentas del ARNc marcado con el colorante Cy se fragmentaron y se
hibridaron con la matriz del genoma completo de raton de Agilent tal como se describe en el Kit-plus de Hibridacion
In situ de Agilent (Agilent™, Product n°® 5184-3568). Las muestra de LCM se marcaron con colorante Cy5 y se
hibridaron frente a la referencia de ratdén universal marcado con el colorante Cy3 (Stratagene™, La Jolla, CA). Tras
la hibridacion, se lavaron las matrices, se secaron con acetonitrilo, y se barrieron en el escaner de micromatriz del
ADN de Agilent™. Se analizaron los archivos de imagenes de la matriz usando la version 7.5 del software Feature
Extraction™ de AgilentTM y se llevé a cabo un analisis de datos adicional usando Resolver™ (Merck™, Seattle, WA).

[0223] Se analizaron los datos usando el software Rosetta Resolver™ (Rosetta Biosoftware™, Seattle, WA).
De AAmanera breve, se agruparon las muestras sanas y coliticas por separado y se seleccionaron sondas que
pasaron dos Anova personalizados (p<0,05). Estas sondas se analizaron adicionalmente para las sondas que
demostraron un cambio de dos veces o mas en las muestras coliticas frente a las muestras sanas.

[0224] RT-PCR cuantitativa en tiempo real: se llevé a cabo la RT-PCR sobre ARN extraido usando el kit y los
reactivos Tagman™ Gold™ RT-PCR (Applied Biosystems™, Foster City, CA). Todas las muestras se hicieron
avanzar con cebadores especificos del gen usando sondas internas marcadas con 5-FAM y 3'-TAMRA. Se llevo a
cabo el andlisis en comparacion con el gen doméstico, SPF32, cebadores especificos mediante el procedimiento 2-
24Ct tal como se describe (Livak, K.J., y T.D. Schmittgen (2001) Methods 25: 402-408). Los cebadores y las sondas
se disefiaron usando tanto el software Primer3™ (Rozen, S., y H. Skaletsky (2000) Methods Mol Biol 132: 365-386)

como se obtuvieron comercialmente (Applied Biosystems™). Los cebadores y las sondas usados para estos
ensayos fueron los siguientes, que se muestran en la direccion 5-3'.
LYBA
Sentido directo: CTT ACC CAT CTG CCC TCC TA (SEQ ID NO: 39)
Sentido contrario: CCT CCA TTG GGA ACT GCT AC (SEQ ID NO: 40)
Sonda: TCC TGT TGC CAG GAA GAC CTC TGC (SEQ ID NO: 41)
LY6C
Sentido directo: ACT TCC TGC CCA GCA GTT AC (SEQ ID NO: 42)
Sentido contrario: GGC ACT GAC GGG TCT TTA GT (SEQ ID NO: 43)
Sonda: CTG CCG CGC CTC TGA TGG AT (SEQ ID NO: 44)
[0225] Tincion inmunofluorescente: Tejidos congelados se cortaron en secciones de 5 um y se tifieron con anti

LY6C biotinilado (Southern Biotech™, Birmingham, AL) o anti-SCA-a a 2,5 ng/ml (R&D Systems™, Minneapolis,
MN). Se lavaron los portas y se marcaron con Alexa Fluor™ 488 y se conjugaron, se montaron usando Prolong
Gold™ con DAPI (Invitrogen™, Carlsbad, CA) y se visualizaron mediante microscopio confocal.

[0226] Moléculas de LY6 reticulantes: Se probo la capacidad del polipéptido de LY6 reticulado para efectuar la
produccién de quimiocina incubando células YAMC con anticuerpos dirigidos contra LY6c o contra KLH (control)
unidos a placa y midiendo la produccion de quimiocinas CXCL2, CXCL5, y CCL7. Debido a que se requiere la
formacion de una balsa lipidica en la membrana celular para la reticulacién, se prob6 la produccién de quimiocina en
condiciones normales de formacion de la balsa lipidica (sin agotamiento del colesterol) y en condiciones de
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agotamiento del colesterol.

[0227] Para la reticulacion usando anticuerpos unidos a placa, se afiadieron 100 pl de anticuerpo dirigido
contra LY6C i contra KLH (control) a 5 pg/ml de concentracién a una placa de 96 pocillos, o se afiadieron 2 ml a una
placa de 60 mm? y se dejoé que se unieran a la placa durante 15 horas a 4 °C. Se incubaron células YAMC, que
crecian en condiciones de agotamiento de colesterol o sin agotamiento del mismo (tal como se proporciona en el
Ejemplo 5, en la presente memoria descriptiva), con los anticuerpos unidos a placa durante 15 horas a 32 °C en
condiciones sin agotamiento del colesterol. Se recogi6 el ARN y se determinaron los niveles de expresion de
CXCL2, CXCL5, y CCL7. Se describe el ensayo adicionalmente y se muestran los resultados en el Ejemplo 5, en la
presente memoria descriptiva.

[0228] Inhibicién del ARNip: Se obtuvo ARNip individual dirigido contra LY6C de murino de Dharmacon
(Lafayette, CO). El ARNip se transfecté en células YAMC usando lipofectamina 2000 (Invitrogen) y protocolos
normalizados. 72 horas después de la transfeccion, se recogieron las células para determinar la eficacia de
desactivacion. Se seleccioné un ARNip para los experimentos de reticulacion basandose en la superior eficacia de
desactivacion (95 % de inhibicion mediante RT-PCR)

[0229] Secrecién de CXCL5: Se recogieron los sobrenadantes y en el punto temporal indicado de las células
estimuladas se determinaron las concentraciones de citocina y CXCL5 mediante ELISA usando un kit
comercialmente disponible de R&D Systems™ y los protocolos del fabricante. El nivel de deteccién fue de 15 pg/mi
de CXCLS5.

[0230] Agotamiento del colesterol: Se cultivaron células YAMC durante 72 horas en medio exento de suero a
37 °C en presencia de lovastatina 4 pM y mevalonato 250 uM (Sigma). Se plaquearon las células y se mantuvieron
en lovastatina y mevalonato a lo largo del experimento.

[0231] Estadistica: Se us6 el test de la t de Student para la comparacién entre grupos (* indica p<0,05)

Ejemplo 2: los modelos de expresion génica de las IEC estan alterados durante la colitis

[0232] Los estudios han indicado que los modelos de expresion génica de las IEC estan significativamente
alterados en modelos de colitis en ratén, asi como en la IBD humana (Fahigren, A., y col. (2004) Clin Exp Immunol
137: 379-385; Brand, S. y col. (2006) Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 290: G827-838; Ruiz, P.A. y col. (2005)
J Immunol 174: 2990-2999). En este ejemplo, se los modelos de expresién génica evaluados en IEC de ratones
sanos Yy coliticos se examinaron con el fin de iluminar novedosos genes y rutas alteradas en la IBD.

[0233] La identificacién de los genes implicados en la inmunopatologia de la IBD se investigé evaluando la
células epiteliales mtestlnales (IEC) del modelo de colitis en ratdén por transferencia de linfocitos T CD45RB™ asi
como el modelo IL10™ de ratén, ambos de los cuales dan como resultado la desregulacién de Thl y compartes
muchas caracteristicas de la enfermedad de Crohn (Elson, C.O. y col. (2005) Immunol Rev 206: 260-276; Bouma,
G., y W. Strober (2003) Nat Rev Immunol 3: 521-533). Se us6 la microdiseccion mediante captura laser (LCM) para
aislar las IEC de la cripta de los co6lones de ratones sanos y coliticos en los dos modelos de la IBD de murino. Se
extrajo el ARN de estas muestras y se analizd mediante tecnologia de micromatriz tal como se describe en la
presente memoria descriptiva en el Ejemplo 1. El perfil de la expresion génica de las IEC de ratones coliticos en el
modelo de colitis por transferencia identificé 1770 sondas con cambios de expresién > 2 veces en comparacion con
los ratones del control, mientras que el modelo IL10-/- identific6 1140 sondas. El solapamiento en ambos modelos
dio como resultado 540 sondas con cambios de expresidon > 2 veces, correspondientes a aproximadamente 400
genes diferentes (no se muestran los datos).

Ejemplo 3: Rutas y genes afectados en las IEC durante la_colitis

[0234] De los aproximadamente 400 genes afectados en ambos modelos, los genes implicados en la
presentacién del antigeno, la sefializacion de TLR y la migracién celular estaban representados en exceso (Tabla 7).
En la Tabla 7, los nimeros representan el promedio con la desviacién estandar del cambio de veces en comparamon
con el ARN patron universal de los ratones coliticos sobre los ratones sanos en cualquiera del modelo IL10" de
colitis o del modelo CD45RB" de colitis, tal como se indic6. Los resultados indicaron gue algunos genes que
expresaron las IEC mostraron modelos de expresion alterados en modelos de murino de la IBD. Muchos de estos
genes, incluyendo TLR2, CCL7, CXCL5 e ICAM-1 se han descrito anteriormente como teniendo una creciente
expresion epitelial durante la colitis (Breider, M.A. y col. (1997) Vet Pathol 34: 598-604; Uguccioni, M. y col. (1999)
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Am J Pathol 155: 331-336; Z'Graggen, K. y col. (1997) Gastroenterology 113: 808-816; Singh, J.C. y col. (2005) Am
J Physiol Gastrointest Liver Physiol 288: G514-524), lo que sugiere que el modelo de expresién génica obtenido es
estas micromatrices es una reflexién precisa de la biologia de las IEC en colitis.

Tabla 7

Migracion celular

Cambio de veces (valor p):

Modelo I1L10-/-

Modelo CD45RBhi

CXCL1 + 3,89 (<0,0001) + 2,09 (0,00066)
CXCL5 + 21,82 (<0,0001) + 23,34 (<0,0001)
CXCL13 + 3,01 (<0,0001) + 2,85 (<0,0001)
CCL6 - 3,47 (<0,0001) - 2,5 (<0,0001)
CCL7 + 4,2 (<0,0001) + 5,54 (0,00026)
CCL11 - 3,43 (<0,0001) - 3,6 (0,00607)

Sefializacion de TRL

TLR2

+ 2,15 (<0,0001)

+ 2,68 (<0,0001)

Fos + 3,64 (<0,0001) + 2,03 (<0,0001)
LBP + 2,34 (<0,0001) + 2,57(<0,0001)
NFKBIA + 2,37 (<0,0001) + 2,15 (<0,0001)

Presentacion del antigeno

H2-D1

+ 2,77 (<0,0001)

+ 2,23 (<0,0001)

HLA-A + 2,83 (<0,0001) + 2,40 (<0,0001)
HLA-B + 2,71 (<0,0001) + 2,44 (<0,0001)
HLA-E + 2,3 (<0,0001) + 2,34 (<0,0001)
ICAM-1 + 2,51 (<0,0001) + 2,587 (<0,0001)
PSMBS8 + 8,10 (<0,0001) + 3,09 (<0,0001)
PSMB9 + 6,61 (<0,0001) + 2,72 (<0,0001)
TAP 1 + 4,05 (<0,0001) + 4,10 (<0,0001)
TAP2 + 2,08 (<0,0001) + 2,18 (<0,0001)

Las IEC pueden funcionar como APC no profesionales (Snoeck, V. y col., (2005) Microbes Infect 7:

997-1004; y Shao, L y col., (2005) Immunol Rev 206: 160-176), y el modelo de expresién génica obtenido en estas
micromatrices indica que estas funciones estan potenciadas durante la colitis mediante la regulacion en exceso en
los genes asociados con el procesamiento del antigeno, tales como LMP7 y TAP1, asi como en los genes MHC de
clase iy Il que servirian para potenciar la presentacion de antigenos en la superficie de las IEC.

[0236] Los datos de la micromatriz apoyan el concepto de que las IEC atraen las células inmunes del colon
mediante la expresién alterada de la quimiocina, y pueden presentar el antigeno a los linfocitos T infiltradores
regulando en exceso la expresion de los genes asociados con la presentacion del antigeno.

Ejemplo 4. La expresion de los miembros de la famili
superficie de las IEC coliticas

a LY6 estd fuertemente regulada en exceso en la

[0237] Los miembros de la familia de moléculas de LY6 de ratén se sobrerrepresentaron en el nimero asi
como en el grado de regulacién en exceso en el modelo de colitis por transferencia en ratén y en el modelo I1L10-/-
de raton (Figuras 23A y 23B). Estos resultados se confirmaron mediante la RT-PCR cuantitativa en tiempo real del
ARN de IEC combinado y amplificado en el modelo de colitis por transferencia (no se muestran los datos). La
expresion de los miembros de la familia LY6 fue Unica para el estado de enfermedad, de tal manera que no se
expresaron de niveles apreciables de ratones sanos de cualquiera de estos miembros de la familia LY6.

[0238] Aunque se conoce la expresion de moléculas LY6 de murino en la superficie de las células de origen
hematopoyético, no se ha descrito anteriormente la expresién en las IEC (Bamezai, A. (2004) Arch Immunol Ther
Exp (Warsz) 52: 255-266; y Rock, K.L. y col. (1989) Immunol Rev 111: 195-224). La expresion de LY6A y LY6C de
murino es detectable en muchas células no epiteliales presentes en el interior del colon, tales como los linfocitos T y
los granulocitos. Se llevé a cabo la tincion inmunofluorescente de LYBA y LY6C de murino en célones sanos y

65



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2556 380 T3

coliticos. Los niveles de LYBA y LY6C de murino fueron minimos o ausentes sobre la superficie de las IEC sanas
(Figura 24A y 24C respectivamente). La expresion de LY6A y LY6C fue detectable sobre la superficie de las IEC en
los célones de los ratones coliticos (Figura 24B y 24D, respectivamente). No hubo evidencia de polarizacién tanto de
LY6BA como de LY6C, y la tincién estuvo presente en las membranas apicales y basolaterales, volviendo a las
moléculas de LY6 potencialmente accesibles a los ligandos sobre cualquier superficie. Estos resultados indican que
los resultados del andlisis de micromatriz muestran una regulacion en exceso de LYBA y LYBC de murino en
modelos coliticos de murino que no se debi6 a la influencia de la contaminacion de las células inmunes.

Ejemplo 4. La transcripcidon de genes LY6 es estimulad a por las citocinas inflamatorias

[0239] Se indujo la expresiéon de LY6 e linfocitos T y se potencié por los IFN de tipo | y tipo Il (Khodadoust,
M.M., K.D. Khan, y A.L. Bothwell. 1999. Complex regulation of Ly-6E gene transcription in T cells by IFNs. J Immunol
163: 811-819). Ademas, la expresién de numerosas citocinas, se elevé en el colon durante la colitis activa (Niessner,
M., and B.A. Volk. 1995. Altered Th1/Th2 cytokine profiles in the intestinal mucosa of patients with inflammatory
bowel disease as assessed by quantitative reversed transcribed polymerase chain reaction (RT-PCR). Clin Exp
Immunol 101: 428-435).

[0240] Para determinar si las citocinas presentes durante la colitis afecta la transcripcion de los miembros de
la familia LY6 en las IEC, los inventores trataron células YAMC, una linea IEC de murino inmortalizada
condicionalmente, con IL-1B, IFNB, TNFa, IFNy o la combinacién de TNFa e IFNy y se analizo la transcripcion de
todos los genes LY6 de murino identificados mediante la RT-PCR cuantitativa en tiempo real (Tabla 8). De manera
breve, se determinaron los niveles de ARNm del miembro indicado de la familia IEC en las IEC mediante la RT-PCR
cuantitativa en tiempo real después de 15 horas de tratamiento con la citocina indicada. El niUmero representa el
cambio de veces (determinado mediante el procedimiento Z'MC‘) frente a los medios del control sin tratar. *, P<0,05
frente a los medios del control. T, p<0,05 frente a las células tratadas con IFNy. Se probaron los siguientes miembros
de la familia LY6, pero no se detectaron en las muestras, con respecto al tratamiento: LY6K, Lypd3, Lypd4, Lypd5,
LY6g5b, Ly6g6d, Ly6g6e, Slurpl. Los resultados indican que los miembros de la familia LY6 regulan en exceso las
IEC en respuesta a las citocinas inflamatorias.

Tabla 8
Medios IL1B TNFa IFNa IFNy IFNy y TNFa

LV6A 1,0 1,8* 2,2* 2,8* 33,1* 65,4*t
Ly6C 1,0 1,6* 1,2* 2,4* 65,6* 63,6*
LveD 1,0 2,7* 2,1* 1,5* 1,0 0,9
LV6E 1,0 1,4* 1,5* 2,1* 1,9* 2,9t

Lv6F 1,0 2,5* 0,6* 7,1* 108,2* 169, 7*t
Ly6H 1,0 1,0 1,1 1,2 3,7* 1,41
Lypdl 1,0 1,5* 2,1* 1,3* 1,3* 2,9%1
Lypd2 1,0 0,1* ND 0,4* 0,1* ND
Ly6g5¢ 1,1 1,3 0,8 0,9 1,3 1,1
Ly6g6¢ 1,0 0,7 0,7 0,6 0,6* 0,3*t
Slurp2/Lynx1 1,1 0,7 0,4 0,7 15 0,4*

[0241] Aungque muchos de los miembros de la familia LY6 no se detectaron tanto en presencia como en

ausencia de citocinas inflamatorias, los inventores detectaron una fuerte regulaciéon en exceso en la transcripcion de
LYBA, LY6C y LY6F de murino en respuesta a la mayoria de citocinas ensayadas, asi como una regulacion en
exceso mas moderada de LY6E, LY6H y LYPD1 de murino en respuesta a algunas de las citocinas ensayadas. Sin
embargo, IFNy fue de lejos la citocina mas potente en la induccion de la regulacion en exceso de LY6. Ademas
TNFa potencio los efectos de IFNy sobre la expresion de LY6A, LY6F, LYGE y LYPD1. Se observé una regulacién en
exceso similar de los miembros de la familia LY6 en otra linea de IEC de murino, CMT93 (no se muestran los datos).

[0242] Para examinar la expresion superficial de los miembros de la familia LY6 en respuesta a las citocinas,
se expusieron células YAMC a las anteriores citocinas y se analizaron mediante citometria de flujo para la expresion
de LY6A y LY6C de murino, para lo cual estan disponibles anticuerpos comerciales, tal como se describe en la
presente memoria descriptiva en el Ejemplo 1. Se expresaron niveles elevados de LYBA de murino en células YAMC
incluso en ausencia de las citocinas afiadidas (Figura 25B, medios). La expresion de LY6C de murino (Figura 25A,
medios) fue considerablemente inferior que la expresiéon de LY6A.
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[0243] IL-18 y TNFa indujeron un ligero aumento en la expresion superficial de LYBA y LY6C de murino, de
acuerdo con la expresion del ARN (Figuras 25A y 25B). Se sefial6 un aumento mas moderado en la expresion
cuando se afadié IFNa a las células, mientras que IFNy indujo un drastico aumento en la expresiéon superficial de
LY6BA y LY6C (Figura 25A y 25B). La expresion superficial de la proteina se asemej6 estrechamente a la expresion
del ARN. Las citocinas Th2, tales como IL4, IL10 o IL13 no tuvieron efecto sobre la expresion superficial tanto de
LY6A como de LY6C (no se muestran los datos)

[0244] La induccion de LY6A (Figura 25D) y LY6C (Figura 25C) por IFNy fue dependiente de la dosis. Dosis
tan bajas como 6,25 unidades/ml de IFNy dieron como resultado aumentos detectables en ambas moléculas de LY6
mediante citometria de flujo. Ademas, el aumento en LY6A (Figura 25F) y LY6C (Figura 25E) de la expresion
superficial lleg6 a ser evidente entre 2 y 4 horas después del tratamiento con IFNy, y aumenté de manera continuada
durante al menos 24 horas después del tratamiento con IFNy. Estos datos indican que concentraciones
relativamente bajas de IFNy son suficientes para aumentar la expresién superficial de las moléculas de LY6 en
horas.

[0245] Existe evidencia de que IL-22, que se secreta principalmente a partir de linfocitos T activados, funciona
a través del complejo IL-22R, presente en las IEC para promover la producciéon de citocinas y un fenotipo
inflamatorio (Brand, S.F. y col. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 290: G827-838 (2006)). Ademas IL-22 esta
implicada en la inmunopatogénesis de la enfermedad de Crohn. Para examinar si IL-22 afecta a la expresion de la
molécula de LY6 en IEC de murino, se cultivaron células YAMC en presencia de IL-22 y se analizaron para la
expresion de LY6C (Figura 25G) y LYBA ((Figura 25H). Ambas moléculas de LY6 aumentaron sustancialmente en
presencia de IL-22 a niveles comparables a la induccién que se observa tras el tratamiento con IFNy.

[0246] Para asegurar que la regulacion en exceso de moléculas de LY6 no fue especifica para la linea de
células YAMC, se examinaron los niveles de LYBA y LY6C de murino en la linea CMT93 de células tumorales
epiteliales coldnicas de murino. Los niveles de LYBA de murino y LYBC de murino se regularon en exceso tras el
tratamiento con IFNy (Figura 25I1). Se piensa que los niveles de regulacién en exceso de moléculas de LY6 fueron
mas modestos en células CMT93, el andlisis de citometria de flujo indicé que los niveles fueron bastante elevados
incluso en células sin tratar (no se muestran los datos), que es probablemente un resultado del fenotipo tumoral de
las células CMT93.

[0247] Estos datos apoyan los datos obtenidos mediante la RT-PCR cuantitativa en tiempo real en la
confirmacion de que los miembros de la familia LY6 regulan en exceso las IEC en respuesta a las citocinas
inflamatorias.

Ejemplo 5: La estimulacién por LY6 de las IEC se asoci___a con la formacién de una balsa lipidica

[0248] A diferencia de las proteinas ancladas a GPI, los miembros de la familia LY6 no poseen un anico
dominio intracelular asociado con una sefializacién tradicional exterior-interior. Mas bien, estan presentes en el
interior de microdominios con balsa lipidica (Bohuslav, J. y col. Eur J Immunol 23: 825-831 (1993)). Sin embargo, se
ha sugerido que la reticulacion de los miembros de la familia LY6 en la superficie de las células da como resultado
una redistribucién de otras moléculas superficiales celulares asi como la reorganizacion de estructuras de balsas
lipidicas, lo que sugiere un mecanismo por el cual las moléculas de LY6 pueden afectar la transduccién de la sefial y
las funciones celulares en la direccion 3'. (Simons, K. y col., Nat Rev Mol Cell Biol 1: 31-39 (2000)).

[0249] Se han identificado hasta la fecha pocos ligandos para las proteinas LY6, y en la actualidad no se
conocen ligandos para LYBA o LY6C (Paret, C. y col., (2005) Int J Cancer 115: 724-733; Apostolopoulos, J. y col.,
(2000) Immunity 12: 223-232; y Classon, B.J. (2001) Trends Immunol. 22: 126-127). Se requiere colesterol para
mantener la integridad de la balsa lipidica (Simons, K., y col. J Clin Invest 110: 597-603 (2002)), y se usa a menudo
el agotamiento del colesterol para inhibir la biosintesis in vitro de la bolsa lipidica (von Tresckow, B. y col. J Immunol
172: 4324-4331 (2004)).

[0250] Para analizar si se produce la reorganizacion de la balsa lipidica en las IEC en respuesta a la
reticulacion de LY&, se hicieron crecer células YAMC en condiciones de agotamiento del colesterol (condiciones en
las que las balsas lipidicas se agotan en las células) y en condiciones sin agotamiento del colesterol (condiciones
permisivas para la formacion de balsas lipidicas). Para las condiciones de agotamiento del colesterol, se hicieron
crecer células YAMC en ausencia de suero y en presencia de lovastatina 4 UM y mevalonato 0,25 mM (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) durante 72 horas a 37 °C. Se usaron las mismas condiciones de crecimiento para
células YAMC en condiciones sin agotamiento del colesterol, excepto que no se afadieron lovastatina o0 mevalonato
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al medio de crecimiento. A continuacion las células se cambiaron de nivel y se reticul6 el LY6C tal como se ha
descrito anteriormente en el Ejemplo 1. Se recogié el ARN y se determinaron los niveles de expresién de CXCL2,
CXCL5, y CCL7.

[0251] Los resultados de estos estudios indicaron que el agotamiento de la balsa lipidica da como resultado
una inhibicién de la produccion de quimiocina mediada por LY6C. Las Figuras 26A-26C muestran que las células
YAMC con el colesterol agotado (barras oscuras) produjeron menos quimiocina que las células que no agotaron el
colesterol (barras abiertas). El agotamiento del colesterol afectd la produccion de quimiocina en los grupos del
control estimulados con anticuerpo dirigido contra KLH, sin tener en cuenta la estimulacion del LY6C, sin embargo,
la respuesta fue minima y no en una direccion consistente. Para examinar si el agotamiento del colesterol afecté
globalmente la viabilidad celular, los inventores midieron la muerte celular, mediante exclusién 7AAD, y determinaron
que el agotamiento del colesterol no afecta significativamente la viabilidad de las células YAMC (92 % de viabilidad
frente a 86 % en las células con el colesterol agotado, no se muestran los datos). La expresién superficial de LYBA
(Figura 26D) y LY6C (Figura 26E) fue significativamente inferior en las células YAMC con el colesterol agotado,
sugiriendo que los niveles de colesterol en la membrana plasmatica y la integridad de la balsa lipidica afectan los
niveles de expresion de LY6 en la superficie de las células. Estos datos sugieren que la integridad de la balsa
lipidica, influenciada por la biosintesis del colesterol, permiten la expresion da las moléculas de LY6 en la superficie,
y esta potencialmente implicada en la induccion de las quimiocinas mediada por LY6C. De esta manera, la
potenciacion de la produccion de quimiocina mediada por la interaccién de los polipéptidos LY6C en la membrana
celular requiere la presencia de balsas lipidicas sobre la superficie celular.

Ejemplo 6. La reticulaciéon de LY6C da como resultado un_aumento_en la_expresion_superficial de las
moléculas de LY6

[0252] Se ha informado que la reticulacién de LY6C en la superficie de los linfocitos T da como resultado la
muda de LY6C (Jaakkola, I. y col. (2003) J Immunol 170: 1283-1290). Sin embargo, a diferencia de los linfocitos T,
cuando el LY6C de murino se reticul6 en la superficie de las IEC, no se produjo la muda ni de LY6A ni de LY6C
(Figura 27A y 27B, respectivamente. Por el contrario, en ausencia de IFNy, los niveles de expresién superficial de
LY6A y LY6c aumentaron en las IEC con LY6C reticulado, pero no con LYBA. Cuando se preincubaron las IEC con
IFNy, se eliminé mucho de este efecto (Figura 27C), sin embargo, se detecté aun una ligera regulacion en exceso de
LY6A (Figura 27D).

[0253] Estos datos indican un bucle de retroalimentacién positiva en el que la estimulacién mediante LY6C
sobre las IEC da como resultado un aumento de la expresién superficial de las moléculas de LY6.

Ejemplo 7. Estimulacién de los resultados de LY6A en el aumento de la secrecién en guimiocinas

[0254] No se han elucidado por completo las funciones de las moléculas de LY6. Para examinar el papel de
las moléculas de LY6 en la inmunopatologia de la colitis, se estudi6 la estimulaciéon de las moléculas de LY6 para
determinar los efectos sobre la transcripcion y la secrecion de quimiocinas a partir de las IEC.

[0255] Para analizar la produccion de quimiocinas a partir de las IEC en respuesta a la reticulacion de
moléculas de LY6 de murino, células YAMC, tanto pretratadas con IFNy como sin tratar, se cultivaron en placas
revestidas tanto con anticuerpo control dirigido contra KLH, contra LY6A o contra LY6C. Veinticuatro horas mas
tarde, se obtuvo el ARNm de estas células y se analizé mediante RT-PCR cuantitativa para la expresion de CCL2,
CCL4, CCL5, CCL7, CCL8, CCL25, CXCL1, CXCL2, CXCL5, CXCL10, CXCL12 y CX3CL1, que son las quimiocinas
que se han implicado en la colitis (Tabla 9) (Papadakis, K.A. (2004) Curr Allergy Asthma Rep 4: 83-89; Banks, C. y
col., (2003) J Pathol 199: 28-35; y Papadakis, K.A., y S.R. Targan (2000) Inflamm Bowel Dis 6: 303-313). Se llevé a
cabo el ensayo en condiciones no permisivas de crecimiento (37 °C en ausencia de IFNy) para descartar la

posibilidad de aumento de la proliferacién de IEC en respuesta a la estimulacién de IFNy.
Tabla 9
Pretratamiento > Medios IEN
Reticulacion > Anti -KLH Anti -LYBA Anti -LY6C Anti -KLH Anti -LYBA Anti -LY6C
CCL2 1,01 -1,38 8,81 3,53 2,83 16,12
(0,149 (0,13) (0,72) (0,21) (0,21) (0,56)
CCL4 1,31 1,83 3,15 5,35 3,65 16,12
(1,14 (0,49) 1,17) (0,48) (0,69) (0,56)
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CCL5 1,00 1,09 3,31 2,73 2,76 10,13
(0,10) (0,02) (0,15) (0,13) (0,23) (0,27)

CCL7 1,00 1,06 3,37 2,82 1,39 5,81
(0,11) (0,08) (0,15) (0,44) (0,33) (0,51)
CCL8 1,03 2,05 12,78 74,22 74,44 110,44
(0,30) (0,37) (3,14 (8,94) (9,81) (3,36)

CCL25 1,01 1,06 1,16 1,38 1,32 1,46
(0,16) (0,11) (0,00) (0,36) (0,15) (0,19)

CXCL1 1,00 -3,17 11,58 -1,13 -1,64 13,36
(0,07) (0,11) (0,12) (0,10) 0,17) (0,35)

CXCL2 1,33 ND 21,81 14,30 10,95 113,20
(1,10) (3,13) (3,30) (3,05) (16,23)

CXCL5 1,08 ND 118,45 1,70 ND 150,99
(0,53) (65,14) (1,15) (55,50)

CXCL10 1,00 1,02 511 5,68 5,22 12,22
(0,05) (0,06) (0,19) (0,31) (0,22) (0,51)

CXCL12 1,01 1,12 -1,99 -1,11 -1,23 -3,02
(0,19 (0,05) (0,14) (0,05) (0,21) (0,06)

CX3CL1 1,00 -1,18 1,92 2,21 1,87 3,22
(0,08) (0,15) (0,07) (0,11) (0,16) (0,42)

[0256] Las células pretratadas con IFNy mostraron regulacion en exceso de muchos de estos genes de la

guimiocina (véanse medios, grupo contra KLH, frente a IFNy, grupo contra KLH de la Tabla 9). Sin embargo, con la
excepcion de una regulacion en exceso de CCL8 y una regulacion en defecto de CCL1, las células YAMC
estimuladas contra LY6A mostraron modelos de expresion génica similares como las células YAMC estimuladas
contra KLH. Sin embargo, las células YAMC estimuladas con anticuerpo dirigido contra LY6C mostraron un aumento
de expresion de todas las quimiocinas analizadas excepto para CCL25, que permanecié esencialmente sin cambiar,
y CXCL12, que estaba regulada en defecto en respuesta a la estimulacion de LY6C. Aunque el aumento de la
expresion génica de las quimiocinas inducido por la reticulacion de LY6C no fue dependiente de IFNy, las células
pretratadas con IFNy mostraron un aumento de expresion de las quimiocinas frente a las células que no se habian
pretratado con IFNy.

[0257] Para analizar la cinética de induccion de las quimiocinas inducida por la estimulacion de LY6C de
murino, se revistieron placas de 96 pocillos con anticuerpos dirigidos contra KLH o anticuerpos monoclonales
dirigidos tanto contra LYBA o LY6C. Células YAMC, tanto pretratadas con IFNy como no, se afiadieron durante 24,
48 o0 72 horas. En el punto temporal indicado se recogié el ARN para el andlisis de la RT-PCR cuantitativa y se
recogieron los sobrenadantes para el ELISA.

[0258] En 24 horas, se detectd una espiga en la transcripcion de CXCL5 y CCL7 en células con LY6C
reticulado pero no con LYBA (Figura 28A). El aumento de expresién de CXCL5 y CCL7 disminuy6 en el tiempo pero
fue aun detectable después de 72 horas en el cultivo. Se piensa que no se requirid IFNy para potenciar la
transcripcion de la quimiocina, IFNy actué de manera sinérgica con la estimulacién de LY6C en la induccion de la
transcripcion de CXCL5 y CCL7 en puntos temporales tempranos.

[0259] En paralelo con la expresion génica, los sobrenadantes de LYBC, pero no LY6A, las células reticuladas
contuvieron significativamente mayores concentraciones de CXCL5 a las 48 horas (Figura 28B). el efecto fue
dependiente de la dosis, y detectable con tan poco como 1 pg/ml de anticuerpo revestido dirigido contra LY6c. De
manera similar a la transcripcién, se potencié la secrecion de CXCL5 cuando se pretrataron las células con IFNy,
pero no se requirid IFNy para el efecto. Se sefialé también el aumento de secrecion de CXCL5 a los puntos
temporales de 24 y 72 horas.

[0260] Para asegurar que LY6C estaba implicado en la regulacién en exceso observada de las quimiocinas,
los inventores usaron ARNip para inactivar LY6C. El transcrito de LYBC se inhibié en un 95 % en ausencia de IFNyy
aproximadamente en un 90 % en presencia de IFNy mediante la RT-PCR cuantitativa en tiempo real que
correspondié a niveles significativamente menores de LY6C en la superficie de las células YAMC (no se muestran
los datos). Las células con niveles decrecientes de LY6C en la superficie mostraron una respuesta disminuida a la
reticulacién de LY6C con respecto a la transcripcion de las quimiocinas (Figura 28C). La secrecion de CXCL5 fue
también marcadamente inhibida por la inactivacién de LY6C (no se muestran los datos).
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[0261] Estos resultados indican que la reticulacion de LY6C, pero no de LY6A, en la superficie de las IEC da
como resultado un aumento en la secrecion de quimiocinas.

Ejemplo 8: Las IEC in vivo muestran una_expresion gén ica_de las gquimiocinas similar a la de las células
estimuladas con LY6C

[0262] Los anteriores datos establecen un modelo en el que las IEC estimuladas mediante YL6C de murino
regulan en exceso significativamente la expresion de los genes de la quimiocina.

[0263] El andlisis de los datos de micromatriz de las IEC microdiseccionadas con captura de laser en modelos
de colitis en murino, se examind la expresion de los mismos 12 genes de la quimiocina en ratones sanos y coliticos
en los dos modelos de murino para determinar si las quimiocinas estimuladas por la reticulacion de LY6C in vitro se
correlacionan con las quimiocinas secretadas por la IEC in vivo (Figuras 29A y 29B). Se piensa que el modelo de
expresion no es idéntico a la regulacién en exceso de las quimiocinas resultante de la estimulacién de LY6C, la
expresion de CXCL5, que fue el gen de la quimiocina mas altamente regulado en exceso en los estudios in vitro, fue
también la quimiocina mas regulada en exceso en modelos de colitis en murino, los inventores observaron una
regulacion en exceso significativa en la expresién de CXCL1, CXCL10, CCL5 y CCL7 en ambos modelos de colitis.
Ademas, los inventores observaron la regulacion en exceso de CCL4 y CCL8 en el modelo de colitis por
transferencias o en el modelo IL10-/-, respectivamente

[0264] De manera interesante, la Unica quimiocina que se regul6 en defecto como resultado de la estimulacién
in vitro de LY6C de murino, CXCL12, fue también la Unica de estas quimiocinas reguladas en defecto in vivo.

Ejemplo 9: Expresién de genes LY6 humanos en células d e colon

[0265] La expresion de LY6H, LYPD1, LYPD3, y LYPD5 humanos en una linea de células de colon humano,
se examinaron células Colo 205 (una linea celular derivada de carcinoma de colon humano, ATCC™ con ntimero de
acceso CCL-222TM). Las células Colo 205 humanas se trataron con las citocinas IFN-r, LPS, TNFa, IFN-r + TNFa,
IFN-r + LPS, o LPS + TNFa (todas a 100 ng/ml, excepto LPS a 1 pug/ml) durante 18 horas (LYPD3) o 24 horas (LY6H
o0 LYPD5). Se recogi6 y se purifico el ARN y se determiné la expresion del miembro indicado de la familia LY6
mediante la RT_PCR cuantitativa usando reactivos de Applied Biosystems™ de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los cebadores y las sondas usados para el analisis de la RT-PCR fueron los siguientes:

LYPD1:
Sentido directo: CAT GAT CCT CCG AAT CTG GT (SEQ ID NO: 59)
Sentido contrario: AGC ACA GAA CAG AGG GGC TA (SEQ ID NO: 60)
Sonda: ATA CGG CCA ATG TCA CAACA (SEQ ID NO: 61)
LYPD3:
Sentido directo: ACT TCC TGT TCC CAC CAC TG (SEQ ID NO: 62)
Sentido contrario: AGA GGA CAA GCG GAG AGA CA (SEQ ID NO: 63)
Sonda: TTC TGG CAG GGG TGT TCT AG (SEQ ID NO: 64)
LY6H:
Sentido directo: AGC AGC AGC AGG AAG GAT (SEQ ID NO: 65)
Sentido contrario: AAA AGT GCC GCT TAA CGA AG (SEQ ID NO: 66)
Sonda: CAA GAT GTG TGC TTC CTC CTG CGA (SEQ ID NO: 67)
[0266] Los cebadores y sondas de LYPD5 se adquirieron de Applied Biosystems™ (numero de catalogo
HS00289062_ml).
[0267] Los resultados representados graficamente en las Figuras 30A-30C indican las veces de aumento en la

expresion de estos genes LY6 humanos con respecto a la B-actina humana del control. Se observaron aumentos
significativos en la expresion de LY6H, LYPD3, y LYPD5 humanos tras el tratamiento con las citocinas indicadas.
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Ejemplo 10. Expresién de genes LY6 humanos en el teji___do de biopsia de colon

[0268] Para investigar adicionalmente la fuente de aumento de expresion de LYPD1 y LYODS en el colon de
pacientes con CD y UC, se experimento en una cohorte de biopsias de pacientes con UC, CD y controles. El analisis
de la micromatriz de la expresion de LYPD1 usando ARN extraido de biopsias de colon mostr6 una expresion
significativamente aumentada en tejido de colon inflamado de pacientes con CD (Figura 31A). En las biopsias de UC
y CD tomadas del colon, se observé una expresion de LYPD5 significativamente aumentada en pacientes con UN y
CD inflamadas (Figura 31B). Esto no se observé en las biopsias no inflamadas del control.

[0269] Se analiz6 la expresion de LY6H humano en biopsias de ileo terminal de tejido de IBD inflamado con
respecto a biopsias de ileo terminal del control (sin IBD) usando el andlisis de la RT-PCR (TaqmanTM). La expresion
de LY6H humano fue al menos de 1,5 veces mas en las biopsias de IBD inflamadas con respecto al control.

[0270] La expresion de LYPD3 humano en biopsias de colon de UC inflamadas estaba regulada en exceso y
era menos de 2 veces mayor en biopsias de IBD inflamadas con respecto al control.

[0271] Los resultados de estos ejemplos demostraron la expresion de las moléculas de LY6 en la superficie de
las IEC, y ademas indicaron que la expresion es Unica en las IEC en el contexto de la inflamaciéon. Ademas, los
niveles de expresion superficial de LYBA y LY6C fueron altos en las IEC de ratones coliticos, y casi universales a lo
largo del colon. Para las moléculas, tanto las especificas del estado de enfermedad, como las ubicuamente
expresadas durante la enfermedad, la deteccion del gen o del polipéptido de expresion de LY6 humano,
particularmente LY6H, LYPD1, LYPD3, y LYPD5 humanos, es un procedimiento Util para detectar la IBD, incluyendo
la UC y/o la CD en seres humanos. Adicionalmente, el procedimiento de deteccion de la expresién de LY6 humano
es util para el diagndstico de la IBD, la UC y/o la CD en un ser humano y para vigilar la respuesta de la IBD a los
agentes terapéuticos.

[0272] En los Ejemplos dados conocer en la presente memoria descriptiva, se demostrd la significaciéon
funcional de la expresion de LY6 en las IEC. Las células YAMC fueron muy positivas para LY6BA, y expresaron
niveles inferiores de LY6C. Sin embargo, tras la estimulacién con numerosas citocinas presentes en el interior del
colon durante la colitis, incluyendo IL-13, TNFa, IFNa, y en particular IL-22 e IFNy, los niveles de expresion de
ambas moléculas de LY6 se potenciaron mucho. Las células YAMC pretratadas con IFNy para regular en exceso la
expresion de las moléculas de LY6, fueron un atil modelo in vitro para analizar la significacion funcional de la
expresion de LY6

[0273] La naturaleza condicionalmente inmortalizada de las células YAMC se formula a partir de la expresién
que impulsa el promotor MHCII del antigeno T grande de SV40; se usaron bajos niveles (2,5-5 U/ml) de IFNy para
impulsar la proliferacion de estas células (Whitehead, R.H. y col. (1993) Proc Natl Acad Sci U S A 90: 587-591;
Whitehead, R.H., y J.L. Joseph. (1994) Epithelial Cell Biol 3: 119-125). Las células YAMC se usan a menudo como
un modelo in vitro para los tratamientos de citocinas de las IEC de murino (Mei, J.M. y col. (2000) Faseb J 14: 1188-
1201; Yan, F., y D.B. Polk (2002) J Biol Chem 277: 50959-50965). El antigeno T grande de SV40 que contenian
estas células es sensible a la temperatura, y no funcional a 37 °C. todos los experimentos llevados a cabo en la
presente memoria descriptiva implicaron el tratamiento con IFNy en estas condiciones no permisivas. Ademas las
células YAMC se malnutrieron de suero (y no se les suministré6 IFNy) a 37 °C durante 24 horas antes de los
experimentos. En dichas condiciones, no se observaron los efectos que indicaban la expresion residual del antigeno
T, tales como la proliferaciéon de células. Como resultado, los efectos del tratamiento con IFNy fueron debidos a los
efectos inherentes de IFNy mas bien que a los efectos derivados de la impulsién de la expresién del antigeno T.
Ademas, se detectd la regulacion en exceso de los miembros de la familia LY6 en una segunda linea de células de
murino, CMT93, confirmando que este efecto es ampliamente aplicable a las IEC.

[0274] Ademas, se sefialé que tras el tratamiento con TNFa, IL-18 e, IL-22, IFNy no fue Unica entre las
citocinas en la induccion de las moléculas de LY6 como una regulacion modesta de la expresion de LY6. La
regulacion en exceso de las moléculas de LY6 en la IEC en respuesta a IL-22 es interesante a la luz de recientes
datos que demuestra un potencial papel de IL-22 en la Enfermedad de Crohn (Wolk, K., y col. J Immunol 178: 5973-
5981 (2007)). Aunque que la homologia entre moléculas de LY6 de ratén y ser humano es a menudo complicada,
existen evidencias que sugieren que la regulacién en exceso de las moléculas de LY6 no esta restringida a ratones.
Estudios previos en ratas han sugerido la regulacién en exceso de las moléculas de LY6 en el intestino delgado en
modelos de colitis, y se ha sugerido que dicha expresion estd implicada en la inflamacion, las interacciones
célula/célula asi como la sefializacién en el interior de las IEC de rata (Baksheev, L. y col. J Gastroenterol 41: 1041-
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1052 (2006)).

[0275] Los datos descritos anteriormente indican que existe una posibilidad de que la integridad de la balsa
lipidica esté implicada en la transduccion de la sefial mediada por LY6C en las IEC. Esto implica que la perturbacion
de las balsas lipidicas puede servir para atenuar los efectos en la direccién 3’ de la estimulacién de LY6C tanto
regulando en defecto la expresion de LY6C como perturbando los componentes estructurales de la sefializacion de
LY6C. Recientemente, se ha determinado que el agotamiento del colesterol de las IEC con estatinas inhibe la
expresion proinflamatoria del gen a través de la modulacion de NF-kB (Lee, J. y col., Int Imnmunopharmacol 7: 241-
248 (2007)). Ademas, las estatinas han sido eficaces agentes terapéuticos en los modelos de colitis en murino
(Naito, Y., y col. Int J Mol Med 17: 997-1004 (2006)). El mecanismo que conecta la motilidad de la balsa lipidica y el
bloqueo de NF-kB permanece sin determinar, pero los datos de los inventores sugieren que la activacién mediante
LY6C podria ser una hipétesis que explicara el mecanismo de accion.

[0276] En este estudio, los inventores identificaron moléculas de LY6 como un interruptor potencial en la
direccién 5’ en la expresion de los genes de la quimiocina. La reticulacion del receptor de LY6C con anticuerpos
monoclonales dio como resultado una regulacion en exceso drastica de casi todas las quimiocinas analizadas,
incluyendo CXCLS5. Los inventores confirmaron adicionalmente que la secrecién de CXCL5 esta muy potenciada en
las IEC reticuladas de LY6C. Es interesante que incluso aunque LY6A y LY6C estan anclados a la superficie celular
por un resto GPI, y a pesar de los mayores niveles de expresién de LY6A que de LY6C sobre la superficie de las
IEC, se observé que los efectos de la secrecion de quimiocinas en la direccion 3’ con la reticulacién de LY6C no
fueron consistentes con la reticulacion de LYBA.

Ejemplo 11: Identificacién de un ligando de LYPD5

[0277] En este estudio, se llevdé a cabo una buisqueda de los ligandos de LYPD5 mediante las técnicas bien
conocidas por las personas normalmente expertas en la materia, concretamente mediante la clonacion de la
expresion de aproximadamente 14.000 genes humanos en el promotor de CMV en células COS. Se transfectaron
los combinados de 100 genes en las células COS que crecian en 140 pocillos en placas de 12 pocillos tras la
transfeccion, las células se tifieron con la proteina LYPD5-Fc (véase la Figura 32). Se identificaron los pocillos con la
tincidon positiva y se transfectaron los clones individuales en células COS. Se identificé un Unico pocillo que
expresaba una Unica proteina, GLG-1 (ESL-1) como un ligando de LYPD5. GLG-1 se caracteriza por un dominio
extracelular mas largo (ECD), un dominio transmembrana y un dominio citoplasmico. Se llevaron a cabo una serie de
estudios de inmunoprecipitacion simultanea usando técnicas conocidas por las personas normalmente expertas en
la materia para evaluar la capacidad de diversas regiones del GLG ECD de unirse a LYPD5. Se encontr6 que
variantes o fragmentos del GLG ECD (véanse las Figuras 33-35) eran capaces de servir como ligando de LYPD5. La
Figura 33B muestra los resultados de los estudios de inmunoprecipitacién simultdnea usando los Fragmentos 1, 2, 3,
0 4 tal como se representa graficamente en la Figura 33A y demuestran que uno cualquiera de los fragmentos es
suficiente para la unién de LYPDS.

[0278] Adicionalmente, se encontré que un dominio GLG-1 ECD por si mismo era suficiente para la uniéon de
LYPD5. Tal como se muestra en la Figura 33, GLG-1 se elabora de multiples dominios GLG-1 y dominios GLG-1
individuales se pueden unir a LYPD5. La Figura 34B muestra los resultados de una inmunoprecipitacion simultanea
gue demuestran que los Fragmentos 1, 2, 3, y 4 asi como los dominios GLG-1 individuales 115, 150, 215, 538, 609,
670, 729, y 858 (tal como se muestra en la Figura 34A) fueron capaces de unirse a LYPD5.

[0279] A través de otro estudio de inmunoprecipitacion simultdnea, se muestra que la unién es especifica
basandose en los fragmentos de LYPD5 (véase la Figura 35A) en los que se encontré que LYPD5 no se unia al
control negativo de BAP, y se encontrd que el control negativo FN-14 no se unia al fragmento 2 de GLG-1, el
dominio 115 de GLG-1 humano se une a LYPD5, el dominio 115 no se expresa siempre a niveles detectables pero
todavia hace bajar LYPD5, y la fraccion del fragmento 1 de GLG-1 del dominio 115 (restos 26-114) no se une a
LYPD5 (Figura 35B).

[0280] El “*” en las Figuras 34A y 35A indica un sitio de fucosilacion potencial.
[0281] Aunque la invencién anterior se ha descrito en algun detalle por medio de ilustracién y ejemplo a

efectos de claridad de comprension, las descripciones y ejemplos no deben construirse como limitantes del alcance
de la invencion.

72



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2556 380 T3

REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de deteccién de la respuesta de un farmaco terapéutico en un mamifero tratado con un agente
terapéutico para IBD, en el que el procedimiento comprende determinar y comparar los niveles de expresién de LY6
en una muestra de ensayo que comprende tejidos o células gastrointestinales de dicho mamifero antes y después
del tratamiento con dicho agente terapéutico para IBD, en el que un nivel menor de la expresion de LY6 en la
muestra de prueba después del tratamiento indica una respuesta del mamifero a dicho agente terapéutico.

2. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que la muestra de ensayo es del colon del mamifero.
3. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que la muestra de ensayo es del ileo terminal del mamifero.

4. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende:

(a) poner en contacto la muestra de ensayo con un agente detectable que se une especificamente a un
polinucleétido que codifica el polipéptido LY6 o uno de sus fragmentos; y (b) detectar la formacién de un complejo
entre el agente y el polinucledtido de la muestra de ensayo; opcionalmente, en el que el procedimiento es un ensayo
de hibridacién in situ o un ensayo de reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR).

5. Procedimiento, segun la reivindicacion 4, en el que el polinucleétido comprende la secuencia de acido nucleico de
la SEQ ID NO: 8, 9, 1, 3, 4, 6, 0 uno de sus fragmentos, que comprende al menos 15 nucleétidos contiguos de la
SEQIDNO:8,9,1,3,4,06.

6. Procedimiento, segun la reivindicacion 4, en el que el agente detectable es un segundo polinucleétido que se
hibrida a un polinucleétido que tiene la secuencia SEQ ID NO: 8, 9, 1, 3, 4, 6 0 su complemento.

7. Procedimiento, segun la reivindicacion 6, en el que el segundo polinucleétido comprende un marcador detectable
0 esta unido a un soporte soélido, en el que el marcador detectable es directamente detectable o indirectamente
detectable, y opcionalmente, en el que el marcador detectable es un marcador fluorescente.

8. Procedimiento, seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende:

(a) poner en contacto la muestra de ensayo con un agente detectable que se une especificamente a un polipéptido
LY6 o uno de sus fragmentos; y (b) detectar la formacién de un complejo entre el agente y el polipéptido de la
muestra de ensayo.

9. Procedimiento, segun la reivindicacién 8, en el que el polipéptido LY6 comprende la SEQ ID NO: 10, 2,507 0
uno de sus fragmentos, que comprende al menos 10 aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO: 10, 2,507.

10. Procedimiento, segin la reivindicacion 8, en el que el agente detectable es un anticuerpo o uno de sus
fragmentos de unién, opcionalmente en el que el anticuerpo o uno de sus fragmentos de uniébn comprende un
marcador detectable, en el que el marcador detectable es directamente detectable o indirectamente detectable, y
opcionalmente en el que el marcador detectable es un marcador fluorescente o un radiomarcador.

11. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que el mamifero tiene colitis ulcerosa (UC).

12. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que el mamifero tiene la enfermedad de
Crohn (CD).
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cgcglclgegectgegiiccccgaaagacgagacligegeccgpaliccggiccgcagggagacegaagegcacagelcccegegecy

CECacgCCECCCEageccEgagigcgpacacceccgggatgctigcgocccagaggacccgCgecocaageececgegocgoccce
aggcccacccggageatgetgecigeagecatgaagggectcggeciggegetgetggecglecigelglgelcggcgeccgelcalgg
cclglggtgccaggactgeacceigaccaccaaciccagecatigeaccecaaageagigecagecgiccgacacggiglgigecagtgt
ccgaalcaccgalcccageagcagcaggaaggatcactcggtgaacaagatgtgtgectectectgtgacticgttaagegacactttictc
agaclatctgatggggtttattaacictgggalcitaaaggicgacgiggactgelgegagaaggatttgtgecaatggggcggcaggggeag
gpgcacagcccclggecceigeccgggeggciceigeicagectggggecigecciceiclgggcigggecctgalgicicctecticeca

cgegpctictgagetigetcccctgagectgtggetgecciciccccagectggeptggetgppgctgggpgcagectiggeccagelce

glgeclgtgecciglggcicicactectcecccgacgigaagecteecigiciciccgecagetctgagteccaggeagetggacatcicea
ggaaaccaggccalcigpgcaggaggccigpgpalgaggpigppgegpegacceccaggleccggagggeaagigaageaacagcc
cagclggaagggeglcticlgcggag aaataaagicacitttgaglcclgagaaaaaaaaaaa

Figura 1A
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MLPAAMKGLGLALLAVLLCSAPAHGLWCQDCTLTTNSSHCTPKQCQPSDTVCASVRIT

DPSSSRKDHSVNKMCASSCDFVKRHFFSDYLMGFINSGILKVDVDCCEKDLCNGAAGA
GHSPWALAGGLLLSLGPALLWAGP

Figura 1B
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AgEEceplgl caalgeacee IcCcagcgsll CECECARECE BBARAAREEA EEECgEcccy ggcaagigag acagiaagg
caglglccoe accacaccce cacccagall BEccacgocg agelggiicl 1gacagaagp cclicECEga SRAAgagRER
gcacagclge achggacace clacggagec IBCEgRcplg gaaclllgoc aggcgcacyp gaacpegcpc cclcclgle
Ageclcccgg BECECCAgEC ICCCECEBCC CHCAZCEREA cagocicagt IBIBIRERCt gRAcceagic golggggtlac
CRACCABICE IgpaapucRe agagpacyly BARIRRRRAR RCIgccllce lalglgogan gEECCARCCR gRcacgeagt
cclcagacce taglccgeac ccpggeagglc coccacggeac clgelgegec cloclegecg cloccccaac clccccatct
cagaaaacta CCaglcIcl CCCBOCCCCe BECECoccll toccaggaac gIgcgpagpc gEgagaigag gaagacagga
AgPESRIggE Balglgaage paccglocca goclicCcCg CCCBocacee ccaccccaac ICRECagcocg lcacglpatg
CCLZEAgIEE BaggigeEpa gasaag@cga pactnglg ggigelcccg atcgocagla giicclicag tolcagecge
caaclcCcgEa BECECBRIEC ICEECCCRRE AECECRARCE BRARRARCAR aRACCCPCag COERRARCOC BARCECERRC
Balgcagpcl CCBCRARCER cAcClgCgRe loclclaage tacgaccglc giclccgcgg capgcagcgcg gEccccagea
ECclcggcag ccacagecge IgCagccgg@ gcagoclocg clgolgicge cleclctgal gogcllgoce (ClCCCgECe
CCEggEacicc gggagaalgt gEEICCIAgg calcgcggca aclliigog gatgticll gellccagge Hgogotge
aaalccaglg claccaglgl gaagaaftcc agclgaacaa cgactgctcc loccoccgagl lcallgigaa hgcacgglg
aacglicaag acalgigica gaaagaaglpg alggagcaan gIgcCgEgat calglaccge aaglcolgig calcatcage
ggeclgicle  alcgectclg cogggtacca  gleclictge loccocaggga aactgaacte agittgeale agetgolgea
acacccclcl liglaacggg ccaaggccca Agajaaagppg aaprictgec ICEgecclca EECCaggpel cogoaccact
alcciglice tcaaattage ceolcticicg geacacigel gaagolgaag gagatgecac ceccleclge attguetic cagecclege
ccccaaccoe ccaccloeel gagigaglit cliclgggtg lectiitall clggglagep agogggaglc cglgttctct tiglhicetg
lgcaaataal gaaagagelc ggtaaagcal (clgaalaaa fcageciga clgaalltic agtatglact I|gaaggaagg
aggiggagle aaaglicace CCcalgiclg Igtaaccgpga glcaaggoca ggclggcaga gleaglectt agaagtcact
gaggigggca Icigoctiit gtamagectc cagigtccal (ccatcoclg algggggcal agiiigagac Igcagaglga
gagtgacglt tellagege Iggagegcea glicccactc aaggetecct cgetigacal (caaactica tgelcclgaa aaccattete
lgcagcagaa Nggclggll (cgegeciga gUEEECICt agigacicga gactcaalga cigggacila gactggggct
Cggccicgel clgaaaaglg cllaagaaaa (cticicagl Iclccligca gagpaciggc BCCEEgacgc gaagagcaac
BRECHCIRCA CAAARCRERC KCIRICERIR RIZRARIRCE calglacgeg cagpgogcoitc (CEIEEHEE cBtaclgeag
CLACARECEY Cagcacagea colgeacgaa cacccpocga aaclgelgcp aggacaccgl glacaggage gggtigatga
CCBAECIBAR [glagadaaac RICICCRARA ARRRRARRAR RAICAIRLAC RCCcggaagh aggacclcgl ceagloglge
Uggplilgg ccgcagecal gatcclccga alclggitge gealccagea tacggocaal gloacaacaa ([Cagccclgg
gcagacacga graggaggga gagacagaga aaagasjaac acagealgap aacacaglaa algaataaaa ccataaaala
tiiageeeel clgliclglg craclggec aggaaatgpl accaafit cagigiigea cltgacaget leitigeea caagoaagag
agaaifaac aclgliicaa acccgEREga SUEECIglg ttaaagaaag accallaaat getitagaca glgtattial accaguigat
glcigiiaal laaaaaaa igliticatl getgtitgll tgeglatcca gaaageagit calgitalce ata

Figura 2A
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galgeclgga glggpagpty gggagaaaag gepgagacitl [RIggBlgel cccgatcgee agtagticect lcaglicicag
ccgeeaacic cggaggcgeg BIECIcggce cgpgagescy agcggagea geagagacce goagccggga SeccLagege
BBEcpalgea geclccgega ECBBCAacclg cggetccict aagelacgac Cglegicice goggeageag Cgcggscccee
agcagcclcg geagecacag ccgelpgcage cggggcagece lccgelgelg tcgoctectc tgatgegelt gecclclicee
geccccggga cleccgggaga alglgggice taggeatcge ggcaactitt tgepgattpt tottgettec aggclligeg
clgcaaalcc aglgctacca gigigaagaa (fccagciga acaacgacig clccicccoe gagitcaltg (gaatigeac
ggtgaacgit caagacatgt glcagaaaga agtgalggag caaagtgccg ggatcatgla ccgcaagicc tgtgcatcat
cagcgpeclg tcicatcgee ICIBCCg@Et accagicctl clgeclcccca gggaaaclga actcagiitg catcagetge
Igcaacaccc cictiiglaa cCgggecaagg cccaagalaa gEggaagiic lgecicggec clcaggocag ggclecgeac
caccalcclg Mcclcaaat tageectett clcggeacac tgetgaaget gaaggagalg ccacccccle clgeatigrt cticcagece
Icgcececcaa ceoccecacct ceclgagiga gliictictg gglgiecttt tatictgggl agggageggg aglecgigt cletimgit
cciglgcaaa laalgaaaga golcgglaaa gealiclgaa taaaftcage clgacigaal ficagtalg racligaagg
aaggagglgg aglgaaaglt cacccccalg lelgigtaac cggagicaag geocaggclge cagagtcagt ccitagaagl
caclgagplg gpgcatcigec (itigtaaag cciccagigt ccattccalc ccigalgege geatagiitg agactgeaga
gigagagiga cgittictia gggctggagg gecaglicce actcaagget coclcgettg  acaticaaac  ticatgetce
Igaaaaccal lciclgcage agaattggcl gglilcgcge clgagliggg clclaglgac tcgagactca atgaclggga
cliagacigg pggcicggect cgciclgaaa agigelftaag aaaaiclici cagliclcct (gcagagpac (ggCECCggg
acgcgaagag caacgpgcgce tgcacaaage ggEcgclgic ggiggiggag tgogealgia cgcgeaggeg clicleglgg
liggcgigel geagcpacag ECZECageac ageaccigea Cgaacacccg ccgaaaclge lgegaggaca ccglglacag
gapgcgggllp algaccgage igaggtagaa aaacgicicc gagaagggga ggaggatcal glacgcccgg aaglaggace
lcgiccaglc glgctigget tiggecgeag ccalgalcot ccgaalcigg ltgggcatce agcatacgge caalgicaca
acaalcagee clgggeagac acgagcagpa gggagagaca gagaaaagaa aaacacagea tgagaacaca glaaatgaal
aaaaccataa aalaittagc cccictgtic tgigetiact ggoecaggaaa iggtaccaat tirtcagigt tggactigac agcticiin
gccacaagcea agagagaatt taacaciglt tcaaacccgg gggagitggc tgtgitaaag aaagaccatt aaatgetita gacaglg

Figura 2B
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MWVLGIAATFCGLFLLPGFALQIQCYQCEEFQLNNDCSSPEFIVNCTVNVQDMCQKEV
MEQSAGIMYRKSCASSAACLIASAGYQSFCSPGKLNSVCISCCNTPLCNGPRPKKRGSSA
SALRPGLRTTILFLKLALFSAHC

Figura 2C
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aagpecigeeg lgeclggpg cgaggtiact caleclgppe lcaggtaaga gegeccgage tcggaggegg cacalccagg
EEggacgeca agggageage acggagecal gpaccccgoc aggaaagceag glgoccagge catgatcigg aclgcagget
BECIECIECL Bolgclgett cgeggagBag cgeaggeccl ggaglgetac agelgeglge agaaageaga lgacggatge
lccccgaaca agalgaagac agigaagigc BCRCCREECy 1ggacgiclg caccgaggec glggggecgg tggagaccat
ccacggacaa liclcgelgg caglgcggeg ttgcggticg ggactccccg geaagaatga ccgoggectg gatcttcacg
ggcticigge gllcatccag ctgeageaal gegelcagga tcgelgeaac gecaagelca acclcaccle geggecgelc
gacccggeag glaatgagag lgcatacccg cccaacggeg 1BBagigcta cagclgiglg ggcoclgagee gggagecets
ccagggraca lcgeccgecgg loglgagelg ctacaacgec agcgatcalg lctacaaggg cigeltcgac ggcaacgtca
ccligacggc agctaatgtp actgtgtcct lgectgleccg geggelgiglc caggatgaat tctgeacicg ggatgpagta
acaggcccag ggticacget caglggclee tgiigecagg ggleccgolg laactetgac clecgeaaca agacctaclt
clcccctcga alcccaccce  tigiccggcl goccccicca gageccacga clgtggecic aaccacatct  glocaccacit
clacclcgpe cccaglgaga cccacatcca ccaccaaace catgecagceg ccaaccaglc agaclccgag acagggagta
gaacacgagg cclcccggga (gaggagece aggtigactg gaggcgecge tggecaccag gaccgeagea aticagggca
glalcclgea aaaggEgEggc cCecagcagec ccataalaaa ggciglglgg clcccacage tggattggea geocttergt
lgeccgigge tgetggtgte clactgtgag clictecace iggaaatite celtctcacct acticictgg coctgggtac coctcttcte
alcacticcl glicccacca clggactggg clggeccage coclglitit ccaacatice ccagtatcee cagettetge tgegetggtt
tgcegctilg ggaaataaaa taccgtigta tataticige caggggiglt ctagetitit gaggacaget cetgtatect totcatcen
glclclccge  tiglcctctt gtgalgttag gacapagtga gagaagicag clgtcacggp gaagplgaga pagaggalgc
faagcuiccl aclcaclttc tcclagecag ccrggactllt ggagcglggg glgggigpea  caalggetce ccactctaag
caclgectce  cclactcece  geatetitge ggaatcggll ceccatatgt  citccttact agactgigag cloclogagg
Bcaggpaccg lgccliatgl cigigtglga tcagliiclg geacataaal geclcaataa agatitaatt aclitgaaaa aaaaaaaaaa
4323333333 3333333333 Aaaaa

Figura 3A
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MDPARKAGAQAMIWTAGWLLLLLLRGGAQALECYSCVQKADDGCSPNKMKTVKCAP
GVDVCTEAVGAVETIHGQFSLAVRGCGSGLPGKNDRGLDLHGLLAFIQLQQCAQDRCN
AKLNLTSRALDPAGNESAYPPNGVECYSCVGLSREACQGTSPPVVSCYNASDHVYKGC

FDGNVTLTAANVTVSLPVRGCVQDEFCTRDGVTGPGFTLSGSCCQGSRCNSDLRNKTYF
SPRIPPLVRLPPPEPTTVASTTSVTTSTSAPVRPTSTTKPMPAPTSQTPRQGVEHEASRDEE
PRLTGGAAGHQODRSNSGQYPAKGGPQQPHNKGCVAPTAGLAALLLAVAAGVLL

Figura 3B
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gatccgetit gogeatceca gigaticitg ggMccgegt glagilicgg aaggagacal cgaageagpp CSAgRcgcag
aggpciligc ggacicalgc cccagicggc agIgcgEggl cccaagecct goaglgolac agolrigage acacclaclt
Iggccectil  gacciCag@g ccatgaagcl goccagealc IcCIgiccic  atgagigelt (gaggelalc  clgtctclgg
acaccgggla ICBCECRCCE Blgacccigg 1BCERaagBy CIGCIBgAce BEECcicclg cgggecagac gradlcgaac
BCBEACECEC 1BCCRECaga clactcgplg gIgcRcgect geacaaciga caaatgcaac geccacclca lgacicalga
cgeeclocee AacCIgagec asgeacccga CCCGCCgacyg CICAgCgEcy cogaglgela cgectgtale ggggtecace
aggalgacly cgclalcBRc agglcccgac gaglccaglg lcaccaggac cagaccgecl gellccaggg caalggcaga
algacagtlg gcaatlicic agilccctgtg tacatcagaa celgecaccg gecclcclge accaccgagg geaccaccag
ccocclggaca gecalcgace lccagggctc cigetgigag ggglaccict pcaacaggaa atccatgace cagecctica
ccaglgellc agccaccace cclccccgag cactacaggt colggecclg clocleccag (ocleclget gRIggggcelc
teagealaga ccgocccloc aggatgelgg ggacagggel cacacacclc atlctigelg citcagecce (atcacatag
clcactggaa aatgatgita aagtaagaat tgcaclcotg tecoletgge cttccalcle tecegocctt glgeeccaca acclggecaa
caglacigga agaaacigga cacaglcace agcalccccf EEEagpgcaa aacageocalg lcglgocccog algaagagea
atictgatca cagelgliac ([cactgagca cCcagccaggec accaggeacc ccataacacg geltcclglg clolccolec
agagcclglc pcagclclag gaggpagcla tacaalgalg Ictfantag (glcalcalg agaagcccaa taagcagtal
pocclascay  lluglaggoe ageclcigya golaagclge alggglicaa alcccageolc caccallcag cclgcagaga
ccalgagcga gllacliaag ccaggelclg gagelaage! gealggglic aaaicccage lccageafic ageclacaga
gaccalgggl pagtlactla agecaggelc I(ggagclaag clgcalgggl tcaaatccca getccaccal lcageclgea
gagactglgy gigagitact tgagetctct gtgocaatat itictcacct ataaggtgga gglgaaaala aactctataa catgacaaga
aclacticac aglagiigea gilgaggallc aacgagalga acatltagia cligggacac agcaglggcc cagigtaaat
gggetacity tcalaageoe laaglcacag glcaacaaac |gagaggeaa aagcacllgg ugageligl gtatclaglg
aglalggall caggpaccag allcccagoc ccacgaaclg claageaace ccacclocla aacacalgag lgccgattaa
clicacagaa aaacacacaa gecaaagilc agcgagglga aaliciccaa gotatasaga (cagggaaga cliCCIggag
gaalicacce Iigagcaaia loclaaagga tcaataglag ciggcazaaa gaagcaggag gaagogeall clagglagag
pagacagocl geacaanggl clgagggagg aaggageaca aggaglgeag gacacltica igagigcagg acactitcat
aaclgcalga acnicataga galgggatce itageatgt tcicigigea catgetigac catgtictit cacatgelit tigocacitg
atciitccag caaclcaglg agagaageaa aaaagtaagt igcatccige latigiciga atgitigigt ctocccaaaa ticatettit
gaaacclaal laccaaaglg atalactgg gaggiggsec cligggagg (Rglgagalc algaggglgg ageccccalg
aalaggatta grgcccital aaaagagpec clggagagcl gectigecce Uccaccaca |gagaacaca gecageaggt
gectalaage aagaaaglgg gfictcacca gecatcgaat cigelggtge attgattgea gacticccag  actccagage
tatgapacal aaatticigl (giglataag €ca2aaaaaa 23a3aaaaaa

Figura 4A
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gaucuigge ticcgegept agiticggaa gpagacalcg aagcagppgcg aggcpgcagag REcgUgcgp actcalgeco
caglcggcag (gcgeggtec caageccige agigetacag CritgagCaC acclacitlg geccciitga colcagggec
algaagelge ccagcatclc clglcclcat gagigctig aggctatccl giclclggac accgggtalc  RCRCRCCEEL
gaccciggly cEgaiggEct EClggaccgg BOCICCIgeg BECCAgacpe aalcgaacce gRAcgegclg cogecagact
acitcgglRRl MCECgECIgc acaacigaca aalgeaacgec ccacclcatg aclcalgacg coclccccaa colgagecaa
BCACCCEACe CROCZACEC! cAagCEECRCC pagigclacg colgtalcgg gglccaccag patgaclgog clalcggeag
ylcccgacga glecaglglc accaggacca gaccgeclge Uccagggea giggcapgaatl gacagitgge aalticlcag
lecclgigla calcagaace [gccaccgge ccloclgoac CacCgaggp@c accaccaget cclggacagc calcgaccle
cagggcicet gelglgageg glacciclge aacagpaasal ccalgaccca geocticace agigelicag ccaccaccec
lccocgagca clacagglec Iggcccigel cclcccagle clocigolgg tggegciclc agealagace gococclocag
gatgcigppg acagggclca cacacclcal teligotgel tcagecocla lcacalagel caclggaaaa igalgliaaa
glaagaallg cactcciglc cclclggecl lccatclclc clgccciigl gecocacaac ciggeocaaca  glaciggaag
aaaclggaca caglcaccag calcccaggpg paggpgcasaa cagecaigic gigcccigal gaagagcaal [cigalcaca
gcigllacic aclgagcace agocaggcac caggcaccce alaacacgge tfcclgiget clocticcag ageclglege
agciclagey gepgagclata caalgatglc lialtaglg fcalcalgag aagcoccaala agcaglatge cctaacagit
aglaggeeag geiclggage taagetgeat ggglicacal cocageleca ccaltcagee lgcagagace algagogagt
lacilaagce aggcicigga golaagolge atggglicaa alcccagelc cageaficag colacagaga ccalggglga
gllacilaag ccaggclclg gagctaagcl gealgggfic aaalcccage (ccaccattc agecigeaga gaclgigggt
gagitactig ageictclgl gocaatattt tcteacctat aaggiggage |gaanataaa cictataaca lgacaagaac tacticacag
lagngcagt gaggaticaa cgagalgaac afttagtact [gggacacag caglggecca glataaalgg getacttgte
alaagcecla aglcacaggt caacaaaclg agapgglasaa goaclggtt gagcltgtgl atctagtgag ratggatica
gggaccagal lcccagocce acgaaclgol aageaaccce accloctaaa cacalgaglg ccogatltaact lcacagaaaa
ACUCAcCAIGE caaagiicag cgaggigaaa liclccaage (atasagalc agggaagact lcclggagga aticacccll
gagcaaaalc claaaggalc aalaglagel ggcasaaaga agcaggagea ageacatlit agglagagga gacagecigg
ACUADPEIC] MINEEBAYEAA BRAACACARE gagigcagea cacilicala actgcaigaa clicalagag algggatect
Hagcalglt clcigigeac algettgace atgticittc acatgetttt (gecacitga tetttccage aaclcagiga gagaagcaaa
aaaglaagll gealcclg

Figura 4B
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MKLPSISCPHECFEAILSLDTGYRAPVTLVRKGCWTGPPAGQTQSNADALPPDYSVVRG
CTTDKCNAHLMTHDALPNLSQAPDPPTLSGAECYACIGVHQDDCAIGRSRRVQCHQDQ
TACFQGNGRMTVGNFSVPVYIRTCHRPSCTTEGTTSPWTAIDLQGSCCEGYLCNRKSMT

QPFTSASATTPPRALQVLALLLPVLLLVGLSA

Figura 4C
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clgagaggaa gltilatctg 1gcagecctt clctgaggal ggacactict cacactacaa agteclgtit getgatictt cligtggcce
facigigtgc agaaagagcl cagggactgg aglgftacca pglgctatgga gtcccatltg agacttcttg  cccatcaat
acclgceeel accclgalgg agtetgigit aclcaggagg cagcaglial tgtggaltct caaacaagga aaglaaagaa
caatcttige ttacccatet gecctectaa lattgaaagt atggagalee lgggtactaa ggtcaacglg aagacttect gigecagea
agaccictge aatglagcag ttcccaatgg aggcagcace tggaccatgg cagpggglgel tctgticage clgagetcag
tcctecigca gaccligele tgalggicct cocaalgace iccacccllg teclitlale clcatgtgea acaattctic ctggagecct
ctagtgalga altatgagit atagaagetc caaggtggga gltagigiglg aaataccalg ttitgecttt atageccctg ctggglaggt
agglgeicta atcctclcla gggetttcaa gtotgtactt cclagaalgt cattitgiig tggartgelg clcatgacce lggagpeaca
cagccagcac aglgaagagg cagaattcca aggtallalg clalcaccat ccacacalaa glalclggge tcctgcaatg
licccacalg talccigaat gleccoetgt tgagiccaatl aaaccelllg itcicccaaa asaaaaaaaa aa

Figura 5A
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MDTSHTTKSCLLILLVALLCAERAQGLECYQCYGVPFETSCPSITCPYPDGVCVTQEAAV
IVDSQTRKVKNNLCLPICPPNIESMEILGTK VNVKTSCCQEDLCNVAVPNGGSTWTMAG
VLLFSLSSVLLQTLL

Figura 5B
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Belccggcca ECCECEBICC agagCRepcs aggilcggge agclecgeca ggclgelggpt acctgeglee goccggcgag
caggacaggc IBCHIggll (glgaccicc aggcaggacg gocatccict ccagaatgaa gatclicttg ccaglgelge
tgecigccct tclgggtgte pagecgageca gelcpetgat gigetictee tgeitgaace agaagagcaa iclgtacige
clgaagccga ccalctgolc cgaccaggac aactacigeg lgactgtgic tgclagtpec ggcallggga alclcgigac
afitggccac  ageclgagea agaccigiic cccggeclge cccalcccag aaggcgicaa tgtiggiglg goliccatge
Beatcagelg clgccagage tictgtgea atftcagtge ggccpgalggc gggcigeggg caageglcac cotgetgggt
gccgggclge 1geigagect goigocggec clgotgoggl rggcccclg accgoccaga ccclglccce cgatcccoca
gclcaggaag gaaagcccay cccitictgg atcccacagl glalgggapc ccctgactec tcacgtgect galctgtgec
cligglccca gglcaggeee accccctgea cclccacclg coccagecce lIgcciclgec caagtgggec agetgeccte
aclicigggg fggalgatgt gaccllcclt gggggaclge ggaagggacg agggticccl ggagictiac ggtccaacat
cagaccaagf cccalggaca igcigacagg giccccaggg agaccgipgic agtagggalg lgtgeclgge 1gigtacglg
gelgigeagt geacgigaga geacgiggeg geliclgggg gecalgiig gggagggageg gtgecagea geclggagag
cclcagtcce  [glagecccce lgccclggea cagelgealg cacticaagg geageclitg gpgettggee  tlictgecac
liccggelcl aggccclgec caaalccage caglcclgee ccagoccace cccacallgg agecclcclg clgertiggt
EBcclcaaata aatacagalg tccce

Figura 6A
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MKIFLPVLLAALLGVERASSLMCFSCLNQKSNLYCLKPTICSDQDNYCVTVSASAGIGNL
VTFGHSLSKTCSPACPIPEGVNVGVASMGISCCQSFLCNFSAADGGLRASVTLLGAGLLL
SLLPALLRFGP

Figura 6B
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ccagiclglc gecacctcac tiggtgtctg ctglccccge caggeaagee IEgEgigaga geacagagga BiggRccess
accalgcgge ggacgeggct ggegetcolg gogelgglge ggclgectg cggagagelg gegeeggece 1gogctgeta
cglclgiccg gagcccacag gaglglegga cigigicace atcgecaccl geoaccaccaa cgaaaccalg tgcaagacca
caciclaclc ccgggagata gigtaccect lccaggggga clccacgglg accaagiccl gigocagcaa gigtaagece
lcggalglgg alggeatcgg ccagaccctg cceglgiect getgcaatac lgagelgige aalgtagacg gREcgcccge
lctgaacage clccaclgcg ggeccctcac getectecca clcltgagee tccgactgta gagiccccge ccacccocat
ggccclatge gecccagece cgaatgect! gaagaaglge cocclgeace aggaaaaaaa aaaaaaaaaa

Figura 7A
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MRGTRLALLALVLAACGELAPALRCYVCPEPTGVSDCVTIATCTTNETMCKTTLYSREI
VYPFQGDSTVTKSCASKCKPSDVDGIGQTLPVSCCNTELCNVDGAPALNSLHCGALTLL
PLLSLRL

Figura 7B
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aagalggcgs cBlBlggacy 'Blacggagg algliccgel Iglcggegge gelgealclg clgclgotal ICECBECCRE
EgCCRARAAa CICCCCEECC AIEECEICCA cagCcagpgc cagggloccg gggccaactt Igigtoctic glagggcage
CCYEagEcEy CEECCCRECE EEicagcagc tgocccagel geticaglca fcgeagellc ageagoaaca goageageag
caacagcaac ageagclica RCCgecgeag ccgeciiice cgEcgggigs Beclccggee cERCRRgRag BagcBERgec
lggigeegec (ggaagelgg CEEagganga gleclgeagg gaggacgiga cocgeglglg coclaageac acclggagea
acaacciggc ggigcicgag (gccigcage algigaggga geclgaaaal gaaatlictt cagacigcaa lcalliglig
lggaaltata agclgaaccl aaclacagal cccaaalttg aatcigigge capagaggit (gcaaatcta clalaacaga
gahiaaagaa (gigcigalg aaccgglige aaaaggfac alggificcl gcflagigga (caccgaggc aacalcaclg
aglalcaglg lcaccagtac altaccaaga tgacggcocal catliitagt gatlaccgtt taatcigige citcatggat gaclgcaaaa
atgacatcaa calicigasa Igiggcagia Ucggcligg agassaggal gcacaficac aaggigaggl gglatcalge
llgeugaaag goclgglgaa agaagcagaa gaaagagaac ccaagallca agiticigaa clcigcaaga aagccatict
coggeigrct gagclgical cgpalgacil tcacttagac cggeatital alliigelig ccgagatgat cgggagcell iigigaaaa
lacacaagcl gglgagggca gagiglataa glgeciclit aaccataaal tigaagaalc calgagigaa aaglgicgag
aagcacllac aacccgecaa aapelgallg cocagpgatla laaagleagl talicallgg ccaaalcclg laaaagipac
ligaagaaal accgglgcaa (giggaaaac cllccgocgal cgcgigaage caggelclce (acligliaa (glgecigga
glcagcigla cacagagggc pacaaglcag capigaglge cagggggaga lgciggalla ccgacgeatg ligalggaag
actincicl  gagcccigag alcatcclaa goigicggEe EEagallgaa caccallgll ccggarlaca [Cgaaaaggg
cggaccclac actgictgal gaaaglagii cgageEggaga aggggaaccl (ggaatgaac 1gccagcagg cgclicaaac
acigalicag gagacigacc ciggilgcaga Uaccgeall gatcgagcll (gaatgaage {ilgigaalct glaatccaga
cagccigeaa acalataaga [clggagacc caalgaicit glcglgeclg alggaacalt latacacaga gaagalggla
gaagactglg aacaccgict cllagagclg caglalilca Iclcccggga Wgpaagelg gaccclgicc 1gtaccgoaa
glgccagpgea gacgeticlc gictilgeca cacccacggl iggaalgaga ccagigaall (algecicag ggageigigl ieictigin
alacagacac gcctaccgea clgaggaaca gggaaggagg ciclcacggg aglgocgage lgaagiccaa aggatcctac
accagcglgc calggalgic aagelggalc clgeccleca ggataagipe clgaligalc fgggaaaalg glgcagigag
aaaacagaga Clggacagga EClggagige ciicaggacc alclggalga cHggigglg gagigtagag atatagiigg
caaccicact gagitagaat cagaggalal (caaatagaa gocligclga (gagagcclg Igagcccata aficagaact
lcigecacga Igiggcagal aaccagatag aclcigpggga cclgalggag (gicigatac agaacaaaca ccagaaggac
algaacgaga agigigecal cggagiiace caciiccage (ggigcagal gaaggattit cggitiictt acaagtitaa aatggecige
Jaggaggacg (ZNgaagct MECCcaaac alaaaaaaga agglggacgl gglgalctgc clgagcacga ccglgcgcaa
gacacicly caggaageca agpageacag gglgtccclg aagigecgea ggcagclccg (gIggagpgag clggagalga
Cgpagpacal copcliygay

Figura 8A
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ccagalctal acgaagcclg caagagigac alcaaaaact (cigitccge Iglgcaatal ggcaacgcelc agatiatcga
atgiclgaaa gaaaacaaga agcagctaag cacccgelge caccaaaaag lalttaaget geaggagaca gapalgatgg
acccagagcl agactacacc cicatgaggg Iclgcaagea galpataaag aggtictgic cggaageaga liclaaaace
algligcagl geligaagea aaalaaaaac agigaatiga (ggalcccaa algcaaacag atgataacca apgcgccagat
cacccagaac acaganacc gettaaaccc caigitaaga aaagecigta aagelgacat tcctaaattc igicacggia
tcclgactaa ggccaaggal galtcagaal tagaaggaca agtcatctct tgeclgaage Ugagatatgc tgaccagcge
cigicticag aciglgaaga ccagalccga alcallalce aggaglccge cciggactac cgeciggale clcagetcca
gcigeacige lcagacgaga (clccagict atgigclgaa gaagcagcag cccaagagea gacaggicag glggaggagt
gccilcaagpl caacctgelc aagalcaaaa cagaaltglg laaaaaggaa gigclaaaca (gCIgaagga aagcaaagcea
gacalciilg ttgacccggt actlcatact gcligigecc (ggacattaa acaccaclgc geagecalca cccCIggecg
cgggegleaa atgicctgle lcalygaage aciggaggal aagCggglga ggitacagec cgaglgcaaa aagegecica
atgaccggal 1gagalgigg agtlacgcag caaaggtgge cccageagat ggetictelg atcitgecal geaagtaatg
acgiclceal claagaacta caticiclct gigatcaglg ggagealclg tatattgiic ctgartggec tgalgigigeg acggalcace
aagcgaglga cacgagagclt caaggacagg tapagccace tigaccacca aaggaactac ctatccaglg cccagtiigt
acagcccict igtalageal ccccaclcac ctcgelctic tcagaagtga caccaaccce gigitagage attagcagat
glccaclgeg tigtcccatc cagcctccac togtgtccat gglgtcclee toctcctcac Ccgtgcagcag cagcagelgg
ICSClggegt lactgectit gittggeaaa cligggtita colgectgla gacaagicic tetcatacca acagaactic cgglactice
agaaccaact cacctgacct geaacicaaa ggclttilla agaaaaccac Caaaaaasaa a

Figura 8A (continuacion)
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MAACGRVRRMFRLSAALHLLLLFAAGAEKLPGHGVHSQGQGPGANFVSFVGQAGGGG
PAGQQLPQLLQSSQLQQQQQQQQQQQQLQPPQPPFPAGGPPARRGGAGAGGGWKLAE
EESCREDVTRVCPKHTWSNNLAVLECLQDVREPENEISSDCNHLLWNYKLNLTTDPKFE
SVAREVCKSTITEIKECADEPVGKGYMVSCLVDHRGNITEYQCHQYITKMTAIIFSDYRLI
CGFMDDCKNDINILKCGSIRLGEKDAHSQGEVVSCLEKGLVKEAEEREPKIQVSELCKK
AILRVAELSSDDFHLDRHLYFACRDDRERFCENTQAGEGRVYKCLFNHKFEESMSEKCR
EALTTRQKLIAQDYKVSYSLAKSCKSDLKKYRCNVENLPRSREARLSYLLMCLESAVHR
GRQVSSECQGEMLDYRRMLMEDFSLSPEIILSCRGEIEHHCSGLHRKGRTLHCLMKVVR
GEKGNLGMNCQQALQTLIQETDPGADYRIDRALNEACESVIQTACKHIRSGDPMILSCL
MEHLYTEKMVEDCEHRLLELQYFISRDWKLDPVLYRKCQGDASRLCHTHGWNETSEF
MPQGAVFSCLYRHAYRTEEQGRRLSRECRAEVQRILHQRAMDVKLDPALQDKCLIDLG
KWCSEKTETGQELECLQDHLDDLVVECRDIVGNLTELESEDIQIEALLMRACEPIIQNFC
HDVADNQIDSGDLMECLIQNKHQKDMNEK CAIGVTHFQLVQMKDFRFSYKFKMACKE
DVLKLCPNIKKKVDVVICLSTTVRNDTLQEAKEHRVSLKCRRQLRVEELEMTEDIRLEP
DLYEACKSDIKNFCSAVQYGNAQIIECLKENKKQLSTRCHQKVFKLQETEMMDPELDYT
LMRVCKQMIKRFCPEADSKTMLQCLKQNKNSELMDPKCKQMITKRQITQNTDYRLNP
MLRKACKADIPKFCHGILTKAKDDSELEGQVISCLKLRYADQRLSSDCEDQIRINQESAL
DYRLDPQLQLHCSDEISSLCAEEAAAQEQTGQVEECLK VNLLKIKTELCKKEVLNMLKE
SKADIFVDPVLHTACALDIKHHCAAITPGRGRQMSCLMEALEDKRVRLQPECKKRLND
RIEMWSY AAKVAPADGFSDLAMQVMTSPSKNYILSVISGSICILFLIGLMCGRITKRVTRE
LKDR

Figura 8B
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gcglcgagel cgccgeggac lcaagalgge gpcgiglgga cglgtacgga ggalgticcg cllglcggcg gegclgcale
Igcigeigel allcgoggee gREECcCgaga aaciccocgg CCaggECcElIc cacagocagg gccagpgics CEgpgccaac
ligigicet toglaggica ¥ECCEBABEC BECBRCCCEE CEERICagCa geigeoocag clgecicagl catcgeagel
Icagcageaa cagcageage age2acagea acapcagoc! Cagccgecge agecgecitl cccgRcEER! gRBociccgg
CCCRUCYRER AEBUgCEREs SCIBRIBERE BCIBgAgCt YECELARRAA gaglcolgea gERARRAcE! BACCCECEIR
Igcectaage acacclggag caacaacclg geggIgeicg aglgeclgca ggalglgagg gagcecigasa atgaaanic
licagactge aatcattigt tgtggaatta taagelgaac claactacag atcccasatl (gaatctglg gocagagagg tigeaaate
faclalaaca gagaliaaag aalgigciga (gaaccggit gpaaaapgglt acatggiitc ctgetiggig @atcaccgag
geaacalcac tgaglalcag tglcaccagl acallaccaa gatgacggec acaling gigattaccg 1Maalcigl geclicalgg
algacigcaa aaalgacalc aacallclga aalgiggcapg fallcggcll ggagaaaagg algcacallc acaaggigag
glgglatcal geitggagas agECCIgEly a3agangeag aagaaagapa acccaagalt caagliiclg aactelgeaa
gaaagccall CICCEREIEE CLEAgClglc alcggalgac IICacMag  acCggcattt  atatiirgel igccgagatg
alcgggagcg UMMigigaa aatacacaag cligglgaggg cagagiglal aagigectcl (taaccataa altigaagaa
lccalgagle aaaaglglcg agaagcactl acaacccgec aaaagclgat tgoccaggal tataaagica gitattcatt
grccaaalce igiaaaagig acfgaagaa alaccgegtpe asigiggaaa accticcgeg atcgoglgaa gecaggeict
cclacllgll aalglgccly BApICAgCIE Tacacagagg gECEAcaaglc ageaglgagl gECCagEgEEa galgciggal
taccgacgea Igiigatgga agacititct cigagccctg agaicatcct aageigtcgg gpEgagatig aacaccailg
liccggaila calcgaaaag ggcggacccl acacigiclg algaaaglag licgagggga geaaggggaac Cclggaaiga
acigccagea ppcgcellcaa acaclgaltc aggagaciga coclgglgea gattaccgea tigalcgage (ligaatgaa
gcligigaal clglaalcca gacageclge aaacalalaa galctiggapa cocaatgate tigicgigee tgatggaaca itialacaca
gagaagatge tagaagactg (gaacaccgl clcltagage fgcagtaltl catcteccgg gallggaage 1ggaccetgt
cclglaccge aagigccage gagacgollc Icglclitge cacacccacg giiggaatga gaccagtgaa Italgocic
agggagcigt gUcIcligt ttatacagac acgeclaccg caclgaggaa cagggaagga ggclcicacg ggagigecga
gclgaagice asaggalcct acaccagegl gecatggalg lcaageigga fccigocclc caggataagl geclgatiga
lclgggaaaa 1gglgeagly agaaaacaga gactggacag BAgCIggagt gecitcagga ccatctggat gactiggtgg
lggagiglag agalalaglt ggcascclca clgaghiaga atcagaggal allcaaatag aagecltgel galgagagec
Igigageoca taalicagaa cllcigocac galglggcag alaaccagal agaclcigge gacclgalgg  agigictgat
ACALIACADA CACCAgAARY ACAlgAacEa gaagigigoc alcggagiia cccaclicca gCiggigcag algaaggartt
e

Figura 8C
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ttacaaglit aaaalggect gcaaggagga cglgligaag clllgeccaa acalasaaaa gaaggiggac giggtgatcl
geelgagecac gaccgigege aatgacacic tgocaggaape caagpgagcac agggtgicec igaagligocg caggcagcic
CEIBIggage agclggagal gacgpagpac alccgetigg agccagatct atacgaagec tgcaagaglg acatcaaaaa
cricigticc  gelgtgcaat alggcaacge tcagaltalc gaalglciga aagaaaacaa gaagcagcla agcacccget
gccaccaaaa agtattlaag ctgcaggaga cagagalgat pgacccagag ctagaclaca ccclcalgag ggiclgcaag
cagalgataa agaggtictg iccggaagca galictaaaa ccalgiigca gtgotigaag caaaataaaa acagigaatt
- galggalcce aaalgcaaac agatgataac caagcgecag alcacccaga acacagatta ccgettaaac cccatgttaa
gaaaagcclg laaagclgac allcctaaat (ctgilcacgg latcclgact aaggccaagg atpaltcaga attagaagga
caaglcalcl cugcclgaa gcolgagatal gclgaccagc geclgiclic agactgtgaa gaccagalce gaatcatiat
ccaggagicc pgecctggact accgeclgga tectcagete cagelgcact getcagacga gatctccagl clatgtgetg
aagaagcapgc agcccaagag cagacaggic aggiggagga gigccicaag glcaacctge tcaagatcaa aacagaattp
lgtaaausagg aaglgctaaa catgetgaag gaaagcaaag cagacatcit tgttgacccg gtacttcata ctgctigtge
cclggacall 2aacaccact gegeagecal cacccClgge CECBBRCgic aaatgicctg (cicalggaa geaclggage
atoagepepl gaggltacag cccgaglgea aaaagcgecl caatgaccgg attgagalgt ggagitacge agcaaagglg
Bccccageag atgecticic tgatctigee atgeaagiaa tgacglelee alctaagaac tacaticict ctgigalcag tgggagcaic
tglatatigt teclyatige cclgalgigl ggacggalca ccaagCgagt pgacacgagag clcaaggaca ggclacaata
cagglcagag acaalggctl ataaagglil agiglgglct caggalgiga caggcaglcc agectgacct fclgcacac
tccagacaaa clicccagac aagetcctit glgcclctac glggagagge Iglggaaagl (atcacalla aaagalgpgag
£alliaaaad 33adaaddda 23aaaaaaaa alapgaalaaa aaaaaaaaa

Figura 8C (continuaci6n)
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MAACGRVRRMFRLSAALHLLLLFAAGAEKLPGQGVHSQGQGPGANFVSFVGQAGGGG
PAGQQLPQLPQSSQLQQQQQQQQQQQQPQPPQPPFPAGGPPARRGGAGAGGGWKLAE
EESCREDVTRVCPKHTWSNNLAVLECLQDVREPENEISSDCNHLLWNYKLNLTTDPKFE
SVAREVCKSTITEIKECADEPVGKGYMVSCLVDHRGNITEYQCHQYITKMTAIFSDYRLI
CGFMDDCKNDINILKCGSIRLGEKDAHSQGEVVSCLEKGLVKEAEEREPKIQVSELCKK
AILRVAELSSDDFHLDRHLYFACRDDRERFCENTQAGEGRVYKCLFNHKFEESMSEKCR
EALTTRQKLIAQDYKVSYSLAKSCKSDLKKYRCNVENLPRSREARLSYLLMCLESAVHR
GRQVSSECQGEMLDYRRMLMEDFSLSPEIILSCRGEIEHHCSGLHRKGRTLHCLMK VVR
GEKGNLGMNCQQALQTLIQETDPGADYRIDRALNEACESVIQTACKHIRSGDPMILSCL
MEHLYTEKMVEDCEHRLLELQYFISRDWKLDPVLYRKCQGDASRLCHTHGWNETSEF
MPQGAVFSCLYRHAYRTEEQGRRLSRECRAEVQRILHQRAMDVKLDPALQDKCLIDLG
KWCSEKTETGQELECLQDHLDDLVVECRDIVGNLTELESEDIQIEALLMRACEPIIQNFC
HDVADNQIDSGDLMECLIQNKHQKDMNEKCAIGVTHFQLVQMKDFRFSYKFKMACKE
DVLKLCPNIKKKVDVVICLSTTVRNDTLQEAKEHRVSLKCRRQLRVEELEMTEDIRLEP
DLYEACKSDIKNFCSAVQYGNAQIIECLKENKKQLSTRCHQKVFKLQETEMMDPELDYT
LMRVCKQMIKRFCPEADSK TMLQCLKQNKNSELMDPKCKQMITKRQITQNTDYRLNP
MLRKACKADIPKFCHGILTKAKDDSELEGQVISCLKLRYADQRLSSDCEDQIRINQESAL
DYRLDPQLQLHCSDEISSLCAEEAAAQEQTGQVEECLKVNLLKIKTELCKKEVLNMLKE
SKADIFVDPVLHTACALDIKHHCAAITPGRGRQMSCLMEALEDKRVRLQPECKKRLND
RIEMWSYAAKVAPADGFSDLAMQVMTSPSKNYILSVISGSICILFLIGLMCGRITKRVTRE
LKDRLQYRSETMAYKGLVWSQDVTGSPA

Figura 8D
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caaaaaclic Igltccgelg lgcastalgg caacgclcag allalcgaal gicigasaga aaacangaag cagclaagca
CCCECIgcca ccaaaaagla (llaagclge aggagacagd galgalggac ccagagelag aclacacccl calgaggglc
lglaagcaga (galaaagag glicigiccg gaagcagall claasaccal gligcagige Ligaagcasa alaaaaacag
Igaaligalg gaicccaaal geaaacagal galaaccaag Cgccagalca cccagaacac agaltaccge ([laaaccoca
Igitaagaaa agcclglaaa getgacatic claaaliclg (cacgglalc ctgaclaagg ccaaggalga (lcagaafia
gaaggacaag ftcatciclig cclgaagclg agatalgetg accagegect gicttcagac [plgaapgacc apgatccgaat
callatccag pgagteccgecc (ggactaccg cciggatccl cagelccage tgeactgele apgacgagalc tocagictat
glgclgaaga agrageagec caagagcaga caggicagg! BRaggagtgc cicaaggica acclgclcaa gatcaaaaca
gaaiigigia aaaaggaagi gctaaacaig cigaaggaaa gcaaageaga calciiigli gacccggiac (lcatacige
Nglgccclg gacatlaaac accactgege agecalcace Cclggecgeg ggogicaaat glcclgicle alggaageac
iggagpalaa gegpeigage ilacageccg agigcaasaa gegecicaal gaccggallg agalgiggag llacgoagea
AapEILecce cagcagalgg cilclelgat cligecalge aagiaalgac giclecatel aagaactaca liclolelgl gatcagligee
agcalcigla tautgiiect galtggectg algigigeac ggalcaccaa gogagigaca cgagagelca aggacaggla
gagccaccil gaccaccaaa ggaaclacct alccaglgec cagifiglac ageectellg lalagealce ccactcacel
Cpeiclicic agaagigaca ccaaccccgl gitagageal lagecagalgt ccaclgogit gloccatcca  goctccactc
Blglccatgg Igteciccic clccicaccg (gcagoagea geagclgelc gCIggggila clgccitigl ggcagact tggiitacct
gcclglagic aaglcicict cataccaaca gaacitccgg tacticcaga accaacicac cigaccigea aclcaaagge titiitaaga
AJICCACCAA aapzaanaat NMONMasag aaaaaaatgt alataglaac goatctectc caggottgal Ngggcaalg gogttalgic
ticataiga ctglglaaaa caaagacagg acliggagpe pgaagcacacc acccagiglg ccatgaciga gpigicicg
tcalcicica gaagegectt pgggectcge cagggecglg giclicaccg aggegigget gegcagecgt lecccagget
gigigegpic  cigelticlt cigelgagac agigacgelt focagriicc  accclaalca gecacligelg gloacagecc
cacagocatg ggratiwctg ggtletccic  geticatlga agcaaagcal gagcocticct ABACAAERERC ARCIBREEEAR
SERaagEEac cggaagitig (gaagiigaa caglccatcc alcigcaclg agaggcigga tcctgagicc cggggcagcea
Bgalcccagg aaccitecte cloccagggea goacaggact cagecgighc tggaccggec clgclgagge lacagtcact
ciggaagclc (gogeltcat caggaggcag Baclglggcs SBAggERicc Ugaagalgp EIEIEEEEAg caglggpica
EBa3gIZEEa gocagagytl (gacicactt tgetttattt ttcaggetac aatacaggtc agagacaalg goltalaaag gintagigtg
gicicaggal glgacaggea glccageclg acciliclge acactccaga caaacticce agacaagete clitgtgect
clacgiggag agggiglgea aagitatcac attaaaagat ggaggatian 233322223 2223233333 43333232

Figura BE
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MMDPELDYTLMRVCKQMIKRFCPEADSKTMLQCLKQNKNSELMDPKCKQMITKRQIT
QNTDYRLNPMLRKACKADIPKFCHGILTKAKDDSELEGQVISCLKLRYADQRLSSDCED
QRIIQESALDYRLDPQLQLHCSDEISSLCAEEAAAQEQTGQVEECLKVNLLKIKTELCK
KEVLNMLKESKADIFVDPVLHTACALDIKHHCAAITPGRGRQMSCLMEALEDKRVRLQ
PECKKRLNDRIEMWSYAAKVAPADGFSDLAMQVMTSPSKNYILSVISGSICILFLIGLMC
GRITKRVTRELKDR

Figura 8F

97



ES 2556 380 T3

aalltagcca Belglgglgg cacatacctg laatcccage laciigagag actgagpcag gagaatcact Igaaccggga
galggaglll geaglgagec gagatgpige cactglacic Cagccigggl gacagageaa gacicigict ©Caaazaaaa
3222333833 333A333aEA calllcaage (ggaagalll ggriccclaa ciitgagect ageicitica (taaagiaat aataaaagla
gaaclctaca ttatataat ggttitgact Hccaaagtg aftitcacat clcagcagic clgitgaagga claaataagg 1gHICagEg
lagacligyc atglgiitt gcaaagaagp tecaaggeca Lgeagetalt iggtgacaga atligaaagta aagecigatt clellgolge
aaggcgacil lgelalclag aagecagggl cacltagacaa galgeagica acaaalaagi clccagaaca lalgacalct
ccageclaaa ccaagelcac cificcalge 1ggelccclc algeagacgg aggacatccg cliggageca palctatacg
asgeelgeaa gaglgacatc aaaaaclict gitccpgelgt geaatalgpe aacgelcaga Uatcgaalg tetgaaagaa
ascaagaage agelaageac ccgelgecac caaaaagial Naageigea ggagacagag atgalggacc cagagelaga
clacacccle algaggglct goaagcagal galaaagagg MUciglccgg aagcagatlc laaaaccatg fgcagigel
[gaagcaaaa taaaaacagl gaalgalgg alcccaaalg caaacagalg ataaccaagec gecagalcac ccagaacaca
gglaagaict IggcHgEct clcciggeoe cglggaglal clgaaaagga aficagigge (gtagagiga cclgclcaaa
clcccaggge fMigngecl gggaatilla agggaggagt clgagiglaa geaggpectt cclocliiga ggageatcca
gasanalgga gERAgAgica gEEEARARAE BAZECCAcaa Baaccagaaa actgecclaa aagaacgiic agaaggaatc
aggeogecag icciiggaaa gasaaaicla gaaaticaal aaaactical gagigigeca ggagaalgta cgggtaatct
wallcgyaac agaaacarit cacclcigag liggaagace Icglaagita atggicacag Igagiiggat attglatiic wincaglg
ltctcaaaag tglcighat ggggaaggn golgalgice cotlgartit telgaggact cotlagagla (iggagiclg cacaaaacce
cgcagaglag aaagaficcl gaggaccice agaaglacic ghlaacaagt catatigolg atlaaaaaca gIglagigag
agclcaglaa alginlang aatagataaa tccalpgllg tagicatgat catigacata atatgetece lltaggaagg tggatatcla
azaalglgly aalcagglge aatgliigt cacalgelca clgeiiicta cictagalia ccgeltaaac cocatgriaa gaaaagecig
laaageigac altcctaaal letgicacgg lalcclgact aaggocaagg algaticaga attagaagga caaglcatcl cligeclgaa
gclgagalal gelgaccage geclglelle agactgigaa gaccagalce gaalcatlal ccagpaglec geeclggact
accgectgga (colcagelc cagetgeact geicagacga REigggatit gogtgcaasa clggitacge acagagelge
lcagagaagl Nccactgga gaaaagligh tlactitclc tcecticage cglgaatgal ciggigaalt gaaggocalc ticlaggelc
tecatggtet geattectgl tctitgtaac acigaalica acliggeait aglcclgaca ciclaaageg ttgitccata titclergtt
gaacaagggl gitcilicat tatageicic tglaaatitg licliccct cliciialtc 1ggalgglaa acccaagacc {gccagaaag
ataaaagige (lcagclgg geacgplgge fcacgoclgl aalcccasca cIMggpagp ccaaggagep (ggatcatet
Eagplcagea glicaagacc ageclggcla acalggagaa alcigicicl actaaaaala caaaaaalla gocagpceglg
EIgEcgtgca ccaglaatcl cagclacica ggaggclgag gcaggagaal cacligaacc CREEaggcgg |Egtigcagt
gagclgagal calgecaclg caccocagec Igggcgacag aggaagacic (giete

Figura 8G
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MQTEDIRLEPDLYEACKSDIKNFCSAVQYGNAQIECLKENKKQLSTRCHQKVFKLQETE
MMDPELDYTLMRVCKQMIKRFCPEADSKTMLQCLKQNKNSELMDPKCKQMITKRQIT
QNTGKILAWLSWPRGVSEKEFSGCRVTCSNSQGFVAWEF

Figura 8H
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clgagagpaa gltttatclg tgcageectt ctelgaggat geacactict cacactacaa aglcctgtit getgatictt cilgtggece
facigigigc agaaagagct cagggacigg agigittacca glgclaigga gicccalilg agacticitg cccatcaatl
acctgeeecl accclgatgg agtclgigtt aclcaggapg cagcagttat (glgpattct caaacaagga aagtaaagaa
caatctitge ttacccatct geectectaa tattgaaagl alggagatee tgggtaciaa gglcaacglg aagaciiect gligccagga
agaccictge aalgtagcag llcccaalgg aggcagcacc Iggaccalgg caggggiect tolglicage clgagcicag
tcelccigea gacciigetlc tgalggtcet cccaatgace fccacccttg tectiftaic clcaigtgea acaatictic ciggageect
clagigatga anatgagit atagaageic caagglggea glagiglgtg aaalaccatg ttiigectit atagecectg clgggtagst
aggtecteta atcctctcta gggcetttcaa gietgtactt cctagaatgl cattitgtig tggattgetg ctcatgacce tggaggcaca
cagccagecac agigaagagg cagaaticca agglaltatg clatcaccat ccacacataa glatclgpgg ftcctgoaatg
licccacatg tatccigaat giccccctgt igagiccaal aaacccliig Hclcccaaa aaaaaaaaaa aa

Figura 9A
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MDTSHTTKSCLLILLVALLCAERAQGLECYQCYGVPFETSCPSITCPYPDGVCVTQEAAY
IVDSQTRKVKNNLCLPICPPNIESMEILGTKVNVKTSCCQEDLCNVAVPNGGSTWTMAG
VLLFSLSSVLLQTLL

Figura 9B
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aiclgacaga actigccact gigectgcaa ccligiciga pgaggaacccl Icilctgagga (tggacaclic lcacaclaca
aaglccigtg tgotcatict Icnigiggee claciglglg cagaaagage Icagggactg cagigctacg agigctalgg
agigecaall gagactlcct geccagcapgt facclgccge geclclgalg  gattcigeat lgclcaaaac atagaatiga
ligaggacic [caaagaapgp aaaclaaaga cccglcaglg ccllictitc (gccclgelg gilgitgecaat cagggatect
aacalcagpp agaggaclic cigtigcage gaagacciclt geaatgcage agltcccact geagglageca cclggaccat
gecagpeelp clictgitca goctgagele aglegieclg cagacctige totgatggte cltccaatga cccccaccct tiicetrtta
tcticatgtg caaccactct ttcctggagt cetctagtga caaattatal gttatagaag gtecaatgtg gggatagigt glggaacace
cigtiicacc tuatagecce clgclgggta agtgeocegac teclciclag ggctitcaaa tctgtactic tigcaatgec atftagtigt
geatttctat tctiggeecct pggaggceatgt pggccagcaca lgcaacagge aglattccaa pggtattatag talcaccatc
cacacalaag tatciggggt cctgcaggg! teccatgtat geelgtcaal gaccectgit gagtecaata aaagcettigt tctcccagee
4433333333 Aaaaaaaaaa aa

Figura 10A
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MDTSHTTKSCVLILLVALLCAERAQGLQCYECYGVPIETSCPAVTCRASDGFCIAQNIELI
EDSQRRKLKTRQCLSFCPAGVPIRDPNIRERTSCCSEDLCNAAVPTAGSTWTMAGVLLFS
LSSVVLQTLL

Figura 10B
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goecacucoe geccageccy lgectataag gecllpgeaa Igcagggace cpcacigllc ccagacgaca lcagagatga
ggacagcatt gelgetectt geagecclgg clgtggetac agggecagec cltaccclge gelgecacgt glgeaccage
lccagcaact geaageattc I(RIgEICIEC ccgpccaget cCicgeltclg caagaccacg aacacaglgg ageclcigag
ggpgaalclg glgaagaage aclgigegga glcplgeaca cccagelaca coclgcaagg ccagglcage agcggeacca
gclccaccca glgoigecag gaggacclgl gcaalgagaa gelgocacaac ECIgcaccca cocgcaccge ccolcgoccac
aglgcoolca geolggppcl ggocclgapge clcClgpccy lcatcllagec coccageclg igaccliccc cccaggeaag
gcccclcatg cofticclic cciticictg gggaticcac acciclcitc cccagocgca acggpgglgc caggagecce
aggctgaggg cticcccgaa agicigggac cagglccagg 1gggcalgga atgetgatga cltggageag gocccacaga
ccccacagag patgaageca ccccacagag gatgcagcoce ccagelgeal ggaaggigpa ggacagaage colgtggalc
cccggattic acactcetic tgrtttgttg cogtitattt tigtactcaa aictctacal ggagataaat gatttaaacc agaaaa

Figura 11A
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MRTALLLLAALAVATGPALTLRCHVCTSSSNCKHSVVCPASSRFCKTTNTVEPLRGNLV

KKDCAESCTPSYTLQGQVSSGTSSTQCCQEDLCNEKLHNAAPTRTALAHSALSLGLALS
LLAVILAPSL

Figura 11B
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gctccgucca gocgoggice agagCgcEcy agplicEBEe agclecgeca gECIgCiggt acclgegloe gooccggcyag
caggacaggc Igclitggti (glgaccicc aggcaggacg gecalccicl ccagaatgaa galcliclig ccagligeige
tggctgeect ICIggElgly gagegageca gelcgelgal glgeficlee tgcligaace agaagagceaa iciglactyce
clgaagccga ccalclgelc cgaccaggac aaclaclgeg igaclglglc tgctagigec ggcatlggga alclcgtgac
alftggccac agectgagea agacclgtic cccggecige cccatcccag aaggegicaa igtiggigtg  goticcalgg
gcatcagetg ctgccagage (ltfctgtgea atticaglgc ggccgalggc gggclgeggg caageglcac cclgcigggt
gccgggctge (gclgagect golgecggec CIBCIECERl IBECCCClg accgoccaga ccoclgtccce cgalcccoca
gclcaggaag gaaagcccag ccCclifictgg atcccacagt glatgggage coclgactce lcacgigect galcigigeo
cliggiccca gglcaggecc accccctgea cctccacclg ccccagecce tgeclclgee caagitgggec agetgeecte
acliciggge (ggalgatgl gaccticctt gggggaclge ggaagggacg agggficcel ggagtcttac  gglccaacat
cagaccaagl cccalggaca tgctgacagpg glccccaggp agaccglgic agtagggalg tgtgectgge (gtgtacglg
gelglgeagt geacgilgaga geacgiggeg geltclgggg gecalgiitg gggagggage tgtgecagea geclggagag
cclcaglcee (gtageccee Lgccctggea cagcetgealg caclicaagg geageclilg ggpgitggge  fticigecac
ttccgggicl aggeccigec caaatccage caglcctgoc . ccagocccace cocacaltgg agecctcotg ctgetitggt
gectcaaata aatacagatg tecce

Figura 12A
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MKIFLPVLLAALLGVERASSLMCFSCLNQKSNLYCLKPTICSDQDNYCVTVSASAGIGNL

VTFGHSLSKTCSPACPIPEGVNVGVASMGISCCQSFLCNFSAADGGLRASVTLLGAGLLL
SLLPALLRFGP

Figura 12B
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actgtgcctg caaccigglc agagaggaag laagpacigg (gtcaggagg gagclgotag gtttgatctg tgeagecctt
clccaaggal ggacagiiglt cacactacaa aglcclgigt actcatcctt ctigigplee tatigtgtge agaaagagel
caggegclgg aglgclataa clgeciggga giitcactllg gaattgectg caaatcaatt acclgeccct acceigatge
agtctgeatt tctcageagg lagaacttat tgtggacict caaagaagpa aagtaaagaa caaactclge titccittct gecctgetaa
ICllgaaaal alggagatcc tggglactac (glcaacglg aalacticct grigcaagga agacclctge aatgcaccat titccactgg
aggcageacce lgpaccalga caaggglgct ftcigitaaal cigggetegg leticcigea gaccligetg taaaaggtee
Lccaugpac clccacectl gigilitat colcallige aactalticct teclggagee clclaglgal gaattatgag atatigaage
tccaaggleg gagtagtell tgiggaatac gligiticaa clllalagee cclgeltggl aaalgececa clecteicla ggaatitcaa
atatglacit cclagaalgc catlitgitg tggettgeta atctiggecce 1ggaggeccg Iggctagcag aggglagagg
cagaalicca agglaltaag ccalcaccat ccacacataa gigictgagg tictgcagga fictcalgta tgeggeftta tgtececttg
ftgagiccaa taaacccilt glicice

Figura 13A
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MDSCHTTKSCVLILLVVLLCAERAQGLECYNCLGVSLGIACKSITCPYPDAVCISQQVELI
VDSQRRK VKNKLCFPFCPANLENMEILGTTVNVNTSCCKEDLCNAPFSTGGSTWTMTR
VLLLNLGSVFLQTLL

Figura 13B
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clgcagecag glcigagapp aaglaaggac lggiglcagy agggapelge laggtgacaa aggeaagaac cclcaggata
geecigigel gRgaglgaga llaggaaaga agagcigggl gggiggtega tgagagaagl aggcagacatl gtaticcica
gggaaagclg Igtagagpst tggagggagy gaalatigga lggclgagec glglgagage ccagggglgl galcaggget
clattaactg gciccaactt ccaaggitit atctgigeag cocticicca aggalggaca clicicacga gataaagice (giglgeiga
tecitctigl gaccctacte tgtgcagaaa gagclcaggp actggagtgt taccagiget atggagtecc atttgagact tergeccal
calttacclg cccclaccct gatgeattct pigligelca ggaggaagaa tltattgcaa actclcaaag aaagagagla
aagagccgll ctigecatee titclgecct gatgaaatlg aaaagaagtt talcctggat cctaacacca agatgaatat ttcctgttge
cagpaagacc [cigcaalgc agcaglicce aclggagpca golcclggac cacggcageg gigeticigl tcageciggs
clcagiccic clgcagacce tgatgigatg glccccacce

Figura 14A
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MDTSHEIKSCVLILLVTLLCAERAQGLECYQCYGVPFETSCPSFTCPYPDGFCVAQEEEFI

ANSQRKRVKSRSCHPFCPDEIEKKFILDPNTKMNISCCQEDLCNAAVPTGGSSWTTAGV
LLFSLGSVLLQTLM

Figura 14B

111



ES 2556 380 T3

gllalcagag gIgagcccgl golcilcage ggagaagalc coctacctgg ccgecggeca clilclgigeg gocplggpst
cclcaaggag acpgcccilg gEclcaggpg clgeguiee acacgegect (tcccaggge leccgegeee  gltectgect
BECCECCEEC CBClccaaca grageacaag goegggactca gaaccggcogt ICAgggeccge cageggccge gaggeociga
galgaggclc caaagaccee gacagpecce gECREgIBER aEECECECRC CCCRRRECEE ECREgRclce coctaccgac
CigaccCEgy pagaggcpEcy cggaggclpe paagglicca gaagppcggE BaggEEEcEc CECEcpeiga coclceclgg
geaccgclgg pgacgatgge gelgelcgee ligelgelgg loglggeect acCECgpgglg |ggacagacg ccaacclgac
fgcgagacaa cgagatccag aggaciccca gegaacggac gagegigaca alagagigtg giglcatgit tgtgagagag
aaaacaclil cgagigccag aacccaagga ggtgcaaalg gacagagceca lacigcgita lagcggecgl gaaaatalit
ccacglit tcalggtige gaagcagige lccgelggll glgcagopgat ggagagacce aagecagagg agaagoggtt
tclcctggaa gagocccalge cctictiita ccicaaglgl tgtaaaatic getactgeaa titagagggg ccacctalca actcatcagt
glicaaagaa lalgclggga pgealggglga gageigiggl gggctglgec Iggccatect cctgetgetlg geclocatig
Cagccggect cageclgict lgagccacgg gaclgocaca gactgagect tccggageal ggactcgele cagaccglig
tcacciglig caftaaactt gtrtitctgtt gattaccict tggtitgact tcccagggtic tigggalgee agagigggga tcaggigeag
tiggctctta accclcaagg gttctitaac tcacallcag aggaagicca gatctectga gtagtgattt tggtgacaag tittictent
tgaaalcaaa ccligtaact cattialige tgaiggccac ictittcctt gaciccccic tgocictgag ggclicagta ttgatgggga
gegaggccla agtaccactc atggagagta (gigctgaga tgcticcgac ctilcagglg acgcaggaac actgggggag
lcigaatgat tggggtgaag acatccclgg aglgaaggac lcclcageat gggggpeagt ggggcacacg (tagggctgc
ccccallcca gleglgpgagg cgclglggat ggclgettit cclcaacctt lcclaccaga ticcaggagg cagaagalaa
claatigigl (gaagaaact tagacticac ccaccagcelg geacaggige acagaticat aaattcccac acgtglgtgt tecaacalclg
aaacltaggc caaglagaga gcalcagggt aaatggegit catticictg ltaagatgea gocalccatg gggagclgag
aaalcagacl caaagiicca ccaaaaacaa alacaagggg acticaaaag ticacgaaaa aallgaatla aaagataaaa atlaa

Figura 15A
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MRLQRPRQAPAGGRRAPRGGRGSPYRPDPGRGARRLRRFQKGGEGAPRADPPWAPLGT
MALLALLLVVALPRVWTDANLTARQRDPEDSQRTDEGDNRVWCHVCERENTFECQNP
RRCKWTEPYCVIAAVKIFPRFFMVAKQCSAGCAAMERPKPEEKRFLLEEPMPFFYLKCC
KIRYCNLEGPPINSSVFKEYAGSMGESCGGLWLAILLLLASIAAGLSLS

Figura 158
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ggagagagca ggacacagcel atggatgecg ccaggagagg agalacacag ccagigalgt ggaccaccgg atggelgilg
clgelgeege tictgelglg tgaaggageg caagecciggagigclacag clgeglgeag aaggeggacg alggalgelc
lccgcacagg — atgaagacaglcaaalgigg — tcccgggglg  gacglcigta  ccgaggecgl — gggagcggla
gagaccalccacgggcaatt ctctgigece gigcgggect gCggticegg aaltcccggpc aagaacgaccgceggacigga
ccticacggg  clectggeet  (ctitcaget acageagige Iccgaggaccgatgcaacge caaactcaac clcaclltge
gaggecicaa ccclgeagge aatgagagtgcalatgagee laacggigea gaglgetaca getgigtgge Ic1gagecge
gagaagigccagggctccat gecgecgglc glgaacigel acaacgecag tggecgigic  tacaagggclgelicgatlgg
laacglcacc clgacggcag ccaacglgac cgigiccita cclglccgaggcigegicca ggacgagace 1gCacceggs
algggglgac ggglccagga (tcacactcagcggetcitg clglcaggec ccccgolgta acgecgacct tcgcaacaag
acclatticicccclcgaal  cccaccccta  gtectgelge cccclecaac  caccgeagec  ccatccaclcgggeccagaa
clcctccage acgacclcla cagcagecce aaccacgacc acclccalcatcaagcccac cacagoccaa gecagecaca
cliclcceea gaaargpal clcgaagicatacaggaaga gggggcgicg Itgagiggag glgclgegeg ccalggagel
aclgeggeccalggagelge IECEgEccac caagaccgca geaatalgga gaaglalcca ggaaaggglg gggcccagat
cccagclaaa ggaggclclg gcaclclagg gloclgpitg tclgeagttc tgltgactgt ggligoigge  gegatgetgt
gaalgictca lctcgaaaag tccatcicac tugtiicce Iggecccglg glaccaacte tticcattic tcactigact ggactggele
cgcccccale clicagealt ctcagliccg actgeactgg Migcaget cggaaaacag tcctctgitg taaatatice golcggpigs
ccclactitt ngatgegge cacageatic CCcclgalgg tgaccaggac agagggaaga gacgtctact ggetgagaga
gecccagaga glocacggca agectectet toccgitttc clgaccaggc tggaagatpa ccaggcagglt agacaatgga
lccalcclee  gageactglg cligoctgge acatigigeg gaaatctggt cgectgictt ccltaggaga ciglgaacaa
ctclacaaca ggglcltgic tetggectet ctatgigttc tglctggeac aggaaggtgt caataaagat ftagttactt tgtatagtga
gllaaclaaa 2aaaaaaaaa aa2aaaaaaa aaaaaaaaa

Figura 16A
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MDAARRGDTQPVMWTTGWLLLLPLLLCEGAQALECYSCVQKADDGCSPHRMKTVKC
GPGVDVCTEAVGAVETIHGQFSVAVRGCGSGIPGKNDRGLDLHGLLAFFQLQQCSEDR
CNAKLNLTLRGLNPAGNESAYEPNGAECYSCVGLSREKCQGSMPPVVNCYNASGRVY
KGCFDGNVTLTAANVTVSLPVRGCVQDETCTRDGVTGPGFTLSGSCCQGPRCNADLRN
KTYFSPRIPPLVLLPPPTTAAPSTRAQNSSSTTSTAAPTTTTSIIKPTTAQASHTSPHEMDLE
VIQEEGASLSGGAAGHGGTAGHGGAAGHQDRSNMEKYPGKGGAQIPAKGGSGTLGSW
LSAVLLTVVAGAML

Figura 16B
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tcgetecceg cgecglycce gecgelgage cegpaplgcg gacaccccag ggatgeclge gecccagagg acccccgect
gcagecccCg  cgcciciiic aggecctale ggagcalgelgectgeagee atlgaagagec lcgglctgge gelgclggec
tigenictet geccclegecggeccalgge ciglggigee aggactgcac cclggecaat tccagecatt
gcgclccgaageaglgecag cccaccgata cogitigige cageglpcgg atcaccgace ccagcagcagcaggaaggal
caticigtga acaagatglg !gcltccice tgegacitcg ltaageggcactitticica gactatctga tggggticat taaciclgge
alcilaaaag icgacgtggactgctgcgag aaagaltigt graacgggec atcggtcgea ggacgcagcec
ccigggecciggelgpgeee  clecigoica pgeoiggggec  lgelcticic  tgggciggpe  cotaagaccccicccicccet
cclgciggge liggagell glcccclaag cclgngclg ccocclccccageclggeetg getgggeectg ppacageaag
ggliigecal caaggiciga gpcictcaacciccciagat gigagtgagce clictccgtt tctccaccag clccatalce
caagcagclgaatatclcca ggaglccaga calcclggea gpaagetgge glaggegpea gggeEgagggcaagggactga
gaccclccag giclccaagg ggagggappl caagccagge acageccaacageciggect gagpggeall aactacagag
aaataaagic aclicigagt cilglgaaaaaaaaaaaaaa 4aa33aaaaa 2aaaaaaaaa aaaa

Figura 17A
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MPAPQRTPACSPRASFRPYRSMLPAAMKSLGLALLALLLCPSPAHGLWCQDCTLANSSH
CAPKQCQPTDTVCASVRITDPSSSRKDHSVNKMCASSCDFVKRHFFSDYLMGFINSGILK
SRRGLLRERFVQRGIGRRTQPLGPGWGAPVQLGAWLFFGLGPKTPPSLLVGFGACPLSL
LVPLPSLAWLGLGQQGFGIKV

Figura 17B
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agaagagpgcg agaciiiit ggglgciccg galcgocagt agticiicaa gectcageag ccaacloclc Cggaggcegel
BCBCICCECC CCAgBEAgCR cgaalccaapg gageciggpaccageciclg geageccccg gogegggcga LECBEgcece
geggpcgaca  cclgeggclecicicggtgg cagoecglcge  IgggeggEca goagcepcgag  colcggcage
clcggcagclacigicgecg Cggccagaac ageclccget  gogglcgige  Ictctgatpe  ctigocccgeleccggecct
Becgalccge gapggalgige ghicteggea (cgeagcaac (itigeggaltgtictgge ttccaggget ggcgetigeaa
aricagigct accagigiga agaallccagctgaacaacg arigetcatc ccclgagiic  atcgtaaatt gceaccgigaa
cglicaagacalgigtcaga aagaapigal ggagcaaagt gelgggalca (Iglaccggaa gilegigtgeateglcapeag
cctgtcicatl tgencaget gggtaccagt cetictglic coctgggaaactgaactccg tgtgeatcag clgetgeaac accectettt
gcaatgggcc gaggcccaagaagagaggca  goictgecic ggccatcagg ccagggcllc tcaccacict
cclgticticcacitagece tetgeligge acactgetga agetaaagga gatgecaace cctgetgecteacctglelg goccticgte
Iclcacctic ccgaglclct ictggglete cltttatictgggtagacaa gggagtetit ttgticccic cittcaagla acgeaagatt
gecgigracaaatactitlg taagelctga accaattcat ictgaatttc tgtgtgtagt tpaagaaaaaagcatggage agaaagicca
gaccclccca tcccaalctg gitaaccacc gocaagpgeta goclggaaga accagocclt agaagicalt gagatacgcea
ictgectitc ccaaagectt gagcttccat tctgicccag taggagtcac agiclatica gagactgetg cigegtgaag gtaactitge
iilgcggea gEEEagagec agticggct caaggcotict gaacttgeca teatactic ctgetectgt aaactattit clggggtgga
cccagciggt ggtctctg agccagictg tggtgactca ggactcaagg gotggggctt ageciclcca ggcttggect
caglcigaaa aglgettaag aaaacchigl tagticicct ggaggaagag llaclgegee gggaggetag gaagatgagg
Eeeclgcpeg clgagclgpt gelglcctlg gtggagatga agegggcacg ctggegtile tottggtigg catgetgeag
agicaggcgpg capgcagagca ccigccagaa cacclticcgg aactgolgag aggacacpgit glagaggapa gggligacca
cagagcigag gtagaagaag gtalcagaga agggcaggag gatcatgtat gocctgaagt acgttctggt ccagtcatgt
tgggtiitg cltgcagecat galccgitcgg atctgatigg geatccaaca cacggccaac glcaccacaa lcagtcclgg
Caggcaapgaa caggagagaa aaggagacgpg ggagagaaac agcatgagaa caaaaataaa taaataaaaa cccataaaat
attaagecec UEETtctgt tgctacige ccgagaaacg gtaccaatct ticagetctg tgctigicgg cttettittg ceactggeaa
aggagaaltt aatgcigclt caagetcagg ggactigge! atgtiaaaaa gegitaaatg cittcgacag tgtarttata cltacggclg
ccigitaatt (icaaaalgt (icatigit goicgiglat ccagaaaata (cicacgitg gocaaaa

Figura 18A
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MWVLGIAATFCGLFWLPGLALQIQCYQCEEFQLNNDCSSPEFIVNCTVNVQDMCQKEV
MEQSAGIMYRKSCASSAACLIASAGYQSFCSPGKLNSVCISCCNTPLCNGPRPKKRGSSA
SAIRPGLLTTLLFFHLALCLAHC

Figura 18B
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ggcaggectg agtgaggacc tcgaccalge aggggacclg gatggtgcig tiggcactga tatigggcac cHcggggag
crigclalgg ccttacagig clacacctgt gcgaatccigigagigealc caactgigic accaccaccc acigccacat
caalgaaacc atglgcaagactacgelcta clecctggag attgtittce ctitccigge ggaciccacg gigaccaagiectgegecag
caagiglgag cctlcggalg tggatggcal (gggcaaacc cggecagtgtcctgetgeaa tictgaccta lgcaacplgsg
atggpgcacc cageclggec agteclgpgtggectgeicet  tgocctggea  citttettge  tetiggptgt  cotgetgtaa

agccatggecatctagetce  actcccfigt  ccctgacalc  ccagttccct  aatgeclaga  agaaatacaatggecatctg
€a2aaaaaaa aaa3aaaaaa aaaaaa

Figura 19A
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MQGTWMVLLALILGTFGELAMALQCYTCANPVSASNCVTTTHCHINETMCKTTLYSLEI
VFPFLGDSTVTKSCASKCEPSDVDGIGQTRPVSCCNSDLCNVDGAPSLGSPGGLLLALAL
FLLLGVLL

Figura 19B
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algeitmia Iggcaggcce 1gcagccage Iggiccclga ggeccclgge actccatgge gleccccaag cotgtgtge
tgtcctctta acagigelgg tcatgaagac cltggtictcgglgatacca agetcgagga cettcacceet cagiccclice cactaaacaa
glacctgaaligclaccgal glcigelgga gaccgaagag cClggpglgee tcclgggglc  igacacctgocigacaccle
tgggcagecag clgtgicacc cigcacalaa agaacagcag cggtittaatgtcatggiga gogaclgeta cagcaaggag
cagalggicc  attgtticata tacccgigeticcccggigt  figgettitg  gatattetat  cagtgtiget  tectggattt
ctgcaacaalccgpacaaca gaaagaatag catgeactag

Figura 20A
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MLFMAGPAASWSLRPLGLHGVPQALCAVLLTVLVMKTLVLGDTKLEDLHPQSLPLNKY
LNCYRCLLETEELGCLLGSDTCLTPLGSSCVTLHIKNSSGFNVMVSDCYSKEQMVHCSY
TRASPVFGFWIFYQCCFLDFCNNPDNRKNSMH

Figura 20B
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agageliggag accigggaal cigeigicaa ctgelgggge lglggacatt clcaggacce tcaccatgaa acaccicclg
tigctcacce tgicigecct actelacige igggtctcagetgatacicg atgicactee tgctacaaag teoctglpet ggecigigle
galcgccaglccigecgeet  ggagecggpe cacaaatgec  fgacaacaaa  cgigtacclt  gggaagalgtggeuticic
lasccigcgc 1Bcgpcacac cagaapagec ligicgpeapg giclicaacgaaaccaacca taagetggge clgaactaca
acaccacclg clgigacaag gataactglaacagcccgge lccacggeocc acacccgcac lggocctcat clcoclcace
lecliggclggccicgecct clggilatlg cattgagact agclccatgg ctacaatctt accacctgctatagectgag cetticlece
iglgiccica gagelccage Mitccagaal cticictcclcccacccect totictgaag alcatgicce tagtectata ccatttattt
calgggaciglacclggagl ggectiicla gocaccgete cietecctea citgteacet tecactccaticcacecaca cacagacaca
Cagacacaca gacacaaaga cacacacaca cacacacacacacacacaca cCcagloclt tcccafilcc ticlagaaca
ciclaccice tecaclggecactigaaagpe lecectectt ggacgeacac tgetgtgect clgggalcta agletggaagaactectgte

figictccag ggagtgalic caaaaggcge tggecicall geatgggectggetiaccag acccictget 1giceccitc lalcligaga
aataaacalc agigiciaal

Figura 21A
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MKHLLLLTLSALLYCWVSADTRCHSCYKVPVLGCVDRQSCRLEPGHKCLTTNVYLGK

MWVFSNLRCGTPEEPCREVFNETNHKLGLNYNTTCCDKDNCNSPAPRPTPALALISLTS
LAGLGLWLLH

Figura 21B
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geclacligg cCcolgocigcg algogglace aacaccgeac gaagigigla capaliccca gitagacage aggagggacc
IgEgagcggc CagEgREalg iMlatcict aagagaccaagagclcaggc agggctictg tgocctgell  colecclgge
@gagclega Icclggaccagclpelgace teclglicac Lclgpeactg coClcacglc lecpicatga cecatclgelcacagigiic
clggiggcce  lgalgggecl BoCIglggec Caggclcige aglgecacgigigigeciac aalggagaca aclgelicaa
acccalgcge (goccagcca ggecacclacigialgace acacgaacit acficaccoc alaccggalg a3ggigaggEa
aglecigigiccccagelge tiigaaaceg tgtacpalgg claltccaag catgealclg ccacciccigitgecagtac tacclelgea
acgglucige  citigelace coggigacct Iggcccigglcccagcacic clagotacct (ciggagelt  goiglaaagce
leggliccee aagocagalccacicaaacy caacaclele aaaaaacaca glitccclel clcleccaal teactecacccaacgeieit
ccltctgaca clcclcaact accacgagel cocatggela cctacgaaagaactgalgge alccagatac cicaclccaa ggiealiiic
agaaggciga catgiggacctgtaalgige ccacccalpgg BIEERECAEE clgggetet ccliclaccca
agalcagpgecalcigegag aalglitalg paggaggggt catcaclicaa glcaaggpage aclgattigatagaatiagl
agccaasclc caccticaga acccigectc agictaccca glagaggatgggicigotag agglgagEpE aggagagceEs
cggagaalaa cgagclggel agaapcagap aaagaclcag Cagggclgic lccgaagalc agegcggcll gecagageaa
alglgalglp gaagccalgl gaggaageoc (Mgicalil ccactlalcl gaggaaciclt gocagacclg algligggal
agccaligge caaggglice lagcaacgge glcalticca taggccaclg aaalcectoc agocccagel cagoaggeocc
cligacclcc aclacagice WNcallcaca caccagolge IRggccllga agngpcagy gacllgppag caggigacce
algclanm Utgictggec lgiaticlg ggcalggeaa gaagggalca gacgcaggic agagcaggec aglagggcga
clgagacagg gaaacagacl tcagccaglg gcottcccagg loccgtagge agclcctaca tocticagic (toltgttaca
teecgpgag acaaatalac agggapccaa gocgagtpetl aggilgatgac tgectglgaa glotatigly gecacagact
Bolggglace aagiclcagg agaacccage clagalitag gagacacaga (clgoctitc atgoagigla golgtocllg
ggagccitac catgetclcl aaclaglace (caaclcaca [gIcaclgag paaccoccla acaclggece ageCcagpeg
lcgggalgel ggocamglc calggaglgs gaclacccal ggagagtect Iggptcatca  calcacaaatl ghotance
aacclcoccag lgglgagage (cggpacaca aagpiccalc clgggpacct leflcciggt ictaggeaga cctgaactet
gicigeiget agagcigalg (gEUICCE Colcagfuic CICCICCERE galaggecac CEpaggalll gegagegips
egagggealc clgolgalgg golcgecgag gliclcagga acaggascgp ECEEEEC! aglacacagg |gaghgigt
BER2ACIZEC CCERARCIZa gEagacaclg aclgggcaga gEgaagalga gicicaagpg gRECagean aagEgaggss
gagcgegeat geacalglge aclcagigea ggclacagag cccaaaagge ageactggel glggtglece clgaggecca
EEcaagalge laggaggaag ccaalgcigc ccccacciga golcacalgg aacalgcaca ccaccagcag cagcagcaag
callgagacl gaccigigga cgecalaggg caciggeaag gagggicaga gpcgggicec tgacicaglg gglgaggecc
gEgaaacail alcclgliac ccigcglgtg caagatcall giccccagel

Figura 224
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agatggcgtc clcaaccaaa aclgagagga gecccagllc aggtectece fcctaccaca aggggelggt gtggaggage
cligattgcc ctiggagaag caccggtact gcagagctgg ggpccagctt ctitcatctg tgtctagaca ccgaccagat
aggccccaca giggcaacac (gccacacag ccclacaaga ageccigige ctagcotagea cagageccca aaaggigclc
aaltaataca gpggccaagcc lgccaglggg BEgBalgcag allaggggaa cagacccaga tggectgtec igaaccelgt
ClggEgtggt pigatgagca (cigictagc ccactgcagg tggcictaca caclccacaa cagtictgca aaaglglalg
aggiggtcal tactgegeee clclcacagg taaaggeact gagpcacgga ggagigagge acticaritt cctgggecat
lcaacfilcc aggaccaaca catlcaacta (ggglactac Iccaatagct gggglicitt gaggeotggge cccclgaaga
lgatagigge fMcatcaacc agagaattic agagipcagt gtigtaggag cclatgaacc (gaaalgica pgaaclggagg
ltigaggegc 1gaggegtag gecagggglg telggeeect tgtgtggaga cagagagaga gggaacalgg gatggggtag
lagagagaag 1gcaaaggag cglcagceclt Iclcaggect aatgelgica ggpgacgaggg clcaagoctg fgagtgitct
cacactgiga laaacaglgg cccclcaaca cagacgglgt ccagaglggc cggceagtggt tatctagagt tgcaatclgg
aagectcttg glagicaclg gagagaggec geltgalggg- acageaccaa atgigigtge ticigtggga tgtgaggaag
cigegicage geatgaagec aaageglecl tcagageaga ggpgtgectg gictagicca ccagagacaa gotalccagt
gagagtcata cictgecace gictcigtga tlaccitace ccaaagcaga cggggacggg atgcagagea cccglglctt
calcticlge ggeaageacg tgagticaca ticigaaact clagaaagat ficcaggagt gggglgtgee tigettigg Lgcatggtta
clicctggea agcaccgigg catcccgeag caclgaglga celgggelee lcaagecale (caligglga aatgacaglg
ccagtacccl cicagetgge Ictiggagge clglgealgg gglclgeaca gaggaggece ccaaactatg catggacgga
cacgigalge ctagcactic cctiggtigt glelclgeca accccagget clcacccage aaggaaatga aatccactit
latgacacat clccclccce cagecagelc cattcaccta tatgecaggg tggteccttt caatgletgt cecccattgg atgaataaac

aagcgaagga ca

Figura 22A (continuacién)
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MTHLLTVFLVALMGLPVAQALECHVCAYNGDNCFKPMRCPAMATYCMTTRTYFTPYR
MKVRKSCVPSCFETVYDGYSKHASATSCCQYYLCNGAGFATPVTLALVPALLATFWSL
L

Figura 22B
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Figura 32B
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cgligclgic geicigeacg cacclatglg gaaactaaag cccagagaga aagictgact
lgccccacag ccaglgaglg actgecagceag caccagaatc Iggtctgnt ceigigge
fcliclacca clacggctig geatclcggg calggtgect ttgecaatge tectiglitt
ECIRCIBEIC clgagcagag glgagagiga allggacgee aagatcccal ccacaggggsa
1gccacagaa 1ggcgeailc clcacclgie catgetgggg cclgecage cagecccelic
clgccagaag lgcatcclcl cacaccccag Cclgtgcatpg tgcaageaac lgaacttcac
cgeglcgya gaggcagags CECR8CRClg ceeccgacga gaggagelge Iggeicgags
CIgCCCECIE gagpaypClgy aggapcCeCg CEECcaygcag gaggigcige aggaccagec
pctcagccag gECECCCRCE Bagaggglgc cacccagelg gegecgeage gggtecggpt
cacucl¥cyg cclgggpapc cccageaget ccagglecge licclteglg clgagggata
cooppigeac clglactace llatggaccl gagelacice algaaggacg acciggaacg
cplgcpecag cleggecacy ctetgctggt coggclgeag gaaglcacee attclgtgcg
cattggitit ggttccttig tggacaaaac ggtgctgece Ltgtgagea caglacccte
caaaclgcgc cacccClgee CCaccCERCct ggagcectge cagtcaccat tcagettica
ccalglgclg teccigacge ggpacgeaca agecticgag cggpaggige ggcgecagag
lgigiccgec aalctgpact cgoclgaagg tggcltcgal gocattetge aggetgeact
clgccageag cagaliggcl ggagaaatgl gicccggotg clggigitca cltcagacga
cacaltccat acagclgggg acgggaagit gggcgecatt ticatgeoca gtgatgggca
clgccacllg gacagcaatg geclctacag icgecagcaca gagiitgact accctictgt
yggglcaggla geccaggoce cictgeage aaatatccag cocalctitg ctgtcaccag
lgccgeaclg celglclace aggageigag taaactgall cclaagictg cagligggga
Eolgagigag gaciccagea acglggtaca geicatcalg gatgettata atagecigic
liccaccglg acccligaac acicticacl ccelectggg gtecacattt cltacgaalc
ccaglylgay gelcclgaga agagpeageg laaggelgag galcgaggac aglgeaacca
cglccpaale aaccagacgg lgactitclg gglicicic caagecacce actgectece
dgayccccal clectgagece iccgggeccl tggcticica gaggageiga tigiggagit
geacacgctg tgtgactgta attgcagtga cacccagoce caggeteece actgeagtga
tegccaggga cacctacaat gigglgtatg cagelgtgee celggecgec tagglcgget
clelgapigc (clglggeag agelgteclc coccagacclg gaalcligget gecgegcice
caatgecaca ggpcccclgl geagiggaaa ggglcacigl caalgiggac gelgeagelg
Cagiggacag agcicIggec alciglgcga gigigacgat gecagelglg agegacatga
¥ggcalccte tgcggaggct tigplepetg ccaalgtgga gtatgteact gteatgecaa
CCEcacgpggc agagealgeg aatgeaglgg ggacalggac agiigealca gicccgaggg
aggeciclge agigggealg gacgeigoaa algeaaccge 1gecagiget tggacggcta
clatgglgct clalgcgace aalgcccagg clgcaagaca ccalgcgaga gacaccggga
cigigcagag tgigggpcect lIcaggacigg cocactggec accaactgea gtacagetig
tgcccatace aalgigacee IggCCligice coclalcilg gatgatgect ggtgcaaaga
ECERAcCCIg gacaaccage 1glictict cligglgeag galgacgeca gaggcacggt
cgigclcaga gigagaccce aagaaaageg agcagaccac acgcaggcca EIgCIggs
ctgcglagep BECAICEIgE CagigEREct geggcigglc clggcttace gectcicgpl
ggaaalclal gacCECCEZE aatacagicg citigagaag gagcagcaac aaclcaactg
gaagcageac aglaalccle lclacaaaag tgecatcacg accaccalca atccicgett

Figura 36A
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tcaagaggca gacagleeca clctctgaag gagggaggpa cacttaccca aggeletict
ccliggagga cagigggaac 1ggagpgtga gaggaagggt geplctglaa gaceiggta
ggggaclaat tcactggega ggigeggeca ccaccectact teattttcag agtgacacce
aagagggeclg clicccalge clgcaacctt geatccalct gggetaceee acccaagtat
acaataaagt cllaccicag aaaaaaaana aaaaaaaa

Figura 36A (continuacién)
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MVALPMVLVLLLVLSRGESELDAKIPSTGDATEWRNPHLSMLGSCQPAPSCQKCILSHP
SCAWCKQLNFTASGEAEARRCARREELLARGCPLEELEEPRGQQEVLQDQPLSQGARG
EGATQLAPQRVRVTLRPGEPQQLQVRFLRAEGYPVDLYYLMDLSYSMKDDLERVRQL
GHALLVRLQEVTHSVRIGFGSFVDKTVLPFVSTVPSKLRHPCPTRLERCQSPFSFHHVLSL
TGDAQAFEREVGRQSVSGNLDSPEGGFDAILQAALCQEQIGWRNVSRLLVFTSDDTFHT
AGDGKLGGIFMPSDGHCHLDSNGLYSRSTEFDYPSVGQVAQALSAANIQPIFAVTSAAL
PVYQELSKLIPKSAVGELSEDSSNVVQLIMDA YNSLSSTVTLEHSSLPPGVHISYESQCEG
PEKREGKAEDRGQCNHVRINQTVTFWVSLQATHCLPEPHL LRLRALGFSEELIVELHTLC
DCNCSDTQPQAPHCSDGQGHLQCGVCSCAPGRLGRLCECSVAELSSPDLESGCRAPNGT
GPLCSGKGHCQCGRCSCSGQSSGHLCECDDASCERHEGILCGGFGRCQCGVCHCHANR
TGRACECSGDMDSCISPEGGLCSGHGRCKCNRCQCLDGYYGALCDQCPGCKTPCERHR
DCAECGAFRTGPLATNCSTACAHTNVTLALAPILDDGWCKERTLDNQLFFFLVEDDAR
GTVVLRVRPQEKGADHTQAIVLGCVGGIVAVGLGLVLAYRLSVEIYDRREYSRFEKEQQ
QLNWKQDSNPLYKSAITTTINPRFQEADSPTL

Figura 36B
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