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DESCRIPCION
Mimeticuerpos de union a receptor de melanocortina, composiciones, procedimientos y usos

Campo de la Invencién

La presente invencion se refiere a mimeticuerpos de union a receptor de melanocortina, polinucledtidos que los
codifican, células que comprenden los polinucleétidos o que expresan los mimeticuerpos y procedimientos para
preparar y usar los anteriores.

Antecedentes de la Invencidn

La obesidad es una enfermedad cronica manifestada por un exceso de masa grasa en proporcion al tamafio
corporal. En la actualidad, uno de cada tres americanos se considera con sobrepeso (indice de Masa Corporal (BMI)
>25 kg/mz), instando por ello a los Centros de Estados Unidos para Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) a
declarar que la obesidad esta alcanzando proporciones epidémicas (Cummings y Schwartz, Annu. Rev. Med. 54:
453-471((2003)). La importancia de tratar la obesidad se enfatiza por el hecho de que esta enfermedad es la causa
subyacente o un factor de riesgo, para el desarrollo de enfermedades tales como Diabetes Tipo 2, insuficiencia
cardiaca congestiva, osteartritis y apnea del suefio entre otros.

Adicionalmente, la obesidad esta ligada a “Sindrome Metabdlico” que es una afeccion médica caracterizada por
obesidad, dislipidemia aterogénica, presién sanguinea elevada y resistencia a insulina. El Sindrome Metabdlico
afecta a un namero creciente de personas en los Estados Unidos. De forma importante, se ha mostrado que incluso
una disminucién modesta en el peso corporal (5-10% del peso corporal inicial) puede mejorar significativamente las
afecciones de Sindrome Metabdlico y disminuir los factores de riesgo para desarrollar enfermedad asociada a
obesidad (Wing y col., Arch. Intern. Med. 147: 1749-1753 (1987); Tuomilehto y col., New Engl. J. Med. 344: 1343-
1350 (2001); Knowler y col., New Engl. J Med. 346: 393-403 (2002); Franz y col., Diabetes Care 25: 148-198
(2002)). Adicionalmente, el tratamiento de la obesidad puede ser importante desde una perspectiva de salud mental
debido al estigma social que con frecuencia esta unido a individuos obesos en algunas culturas.

Los receptores de melanocortina desempefian un papel principal en la regulacion del equilibrio energético global y la
obesidad en humanos y roedores. La hormona estimuladora de alfa melanocitos (alfa-MSH) es una hormona
peptidica de 13 amino&cidos que es un componente importante del sistema de melanocortina. Alfa-MSH se produce
por el procesamiento proteolitico de propiomelanocortina (POMC) liberada por la glandula hipdfisis. Alfa-MSH se une
con alta afinidad al receptor de melanocortina 4 (MC4R), pero también se une al receptor de melanocortina 3
(MC3R) y receptor de melanocortina 5 (MC5R) con menor afinidad. MC4R es un receptor de proteina acoplado a G
hallado en el cerebro que, cuando se estimula por unién con alfa-MSH, causa una disminucion de la ingesta de
comida y aumento de la oxidacion de grasas. En Ultima instancia, la estimulacion de los receptores de melanocortina
tales como MC4R da como resultado pérdida de peso.

En humanos y roedores, las mutaciones de pérdida de funcién en los diferentes componentes del sistema de
melanocortina estan estrechamente relacionadas con la obesidad y afecciones relacionadas. En ratones, las
mutaciones dentro de POMC o MC4R y MC3R producen obesidad, resistencia a insulina e hiperfagia (Goodfellow y
Saunders, Curr. Topics Med. Chem. 3: 855-883 (2003); Huszar y col., Cell 88: 131-141 (1997); Yaswen y col., Nat.
Med. 5: 1066-1070 (1999)). En el hombre las mutaciones dentro de POMC o MC4R conducen al desarrollo de
obesidad asociada con ingesta de alimentos aumentada (Krude y col., Nat. Genet. 19: 155-157 (1998); Yeo y col.,
Nature Genetics 20: 111-112 (1998); Branson y col., New Engl. J. Med. 348: 1096-1103 (2003); Vaisse y col., J. Clin.
Invest. 106: 253-262 (2000); Ho y MacKenzie, J. Biol. Chem. 275: 35816-35822 (1999)).

La pérdida de peso puede resultar de la estimulacion farmacoldgica de la actividad del sistema de melanocortina. En
roedores la estimulacion farmacoldgica de receptores de melanocortina tales como MC4R conduce a una
disminucion de la ingesta de comida, aumento del gasto de energia y pérdida de peso (Pierroz y col., Diabetes 51:
1337-1345 (2002)). En el hombre la administracion intranasal de alfa-MSH para estimular MC4R en hombres no
obesos da como resultado una disminucion del peso corporal debido a la pérdida de grasa pero no de masa corporal
magra (Fehm y col., J. Clin. Endo. Metabol. 86: 1144-1148 (2001)).

La obesidad actualmente se trata, solo con éxito limitado, por varias estrategias diferentes. Estas estrategias
principalmente implican cambios de “estilo de vida” (por ejemplo dieta y ejercicio), terapias farmacéuticas basadas
en moléculas pequefias o retirada quirirgica de una parte del estdbmago (cirugia de derivacién gastrica).
Adicionalmente, los péptidos de unién a receptor de melanocortina estimuladores de pérdida de peso tales como
alfa-MSH son de uso limitado como agentes farmacéuticos debido a la semivida extremadamente corta en suero de
tales péptidos. Por lo tanto, existe una necesidad para tratamientos de obesidad adicionales y en particular para
moléculas de unién a receptor de melanocortina que superen la corta semivida en suero de los péptidos de union a
receptor de melanocortina tales como alfa-MSH.

Breve Descripcion de los Dibujos
La Figura 1 muestra elementos de un polipéptido de mimeticuerpo de unién a receptor de melanocortina,
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La Figura 2 muestra un dibujo de un mimeticuerpo de union a receptor de melanocortina.

La Figura 3 muestra las secuencias de aminoacidos (SEC ID N° 62) y ADNc (SEC ID N°: 61) de un
mimeticuerpo de alfa-MSH de unién al receptor de melanocortina. Las partes aminoterminales de elementos
mimeticuerpos individuales estan subrayadas.

La Figura 4 muestra unién de mimeticuerpo de alfa-MSH a MC4R en un ensayo de unién competitiva.

La Figura 5 muestra activacion de mimeticuerpo de alfa-MSH de MC4R en células que expresan un alto nivel de
MC4R.

La Figura 6 muestra la activacion de mimeticuerpo de alfa-MSH de MC4R en células que expresan un bajo nivel
de MCA4R.

La Figura 7 muestra disminucion mediada por mimeticuerpo de alfa-MSH en ingesta de comida animal.

La Figura 8 muestra disminucion mediada por el mimeticuerpo de alfa-MSH en peso corporal animal.

Sumario de la Invencién

Un aspecto de la invencién es un polipéptido de acuerdo con formula (1):
(Mp-Lk-V2-Hg-Cn2-Cy3) (o M

en la que Mp es una molécula de union a receptor de melanocortina, Lk es engarce quimico o polipeptidico, V2 es
una parte de un extremo C terminal de una region variable de inmunoglobulina, Hg es al menos una parte de una
region bisagra variable de inmunoglobulina, C42 es una region constante Cn2 de cadena pesada de inmunoglobulina
y Cu3 es una region constante Cy3 de cadena pesada de inmunoglobulina y t es de forma independiente un nimero
entero de 1 a 10.

Otro aspecto de la invencién es un polipéptido en el que Mp es un fragmento biolégicamente activo de SEC ID N°: 2,
4,6,8, 10, 12, 14, 16 6 18; o Mp tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16
6 18.

Otro aspecto de la invencién es un polipéptido, uniéndose el polipéptido al menos a un receptor de melanocortina.
Otro aspecto de la invencién es un polipéptido que comprende SEC ID N°: 60 6 62.

Otro aspecto de la invencién es un polinucledtido que comprende SEC ID N°: 59 o SEC ID N°: 61 o un polinucleétido
complementario a SEC ID N°: 59 o SEC ID N°: 61.

Otro aspecto de la invencion es un polinucleétido que comprende un polinucleétido que codifica el polipéptido de
SEC ID N°: 60 0 SEC ID N°: 62.

Otro aspecto de la invencion es un polipéptido de la invencion para su uso en medicina.

Otro aspecto de la invencién es un polipéptido de la invencidon para modular al menos una afeccion mediada por
receptor de melanocortina.

Descripcion Detallada de la Invencién

La presente invencion proporciona polipéptidos que tienen las propiedades de unién a receptor de melanocortina y
mimetizar diferentes isotipos de molécula de inmunoglobulina de anticuerpos tales como IgA, IgD, IgE, IgG o IgM y
cualquier subclase de las mismas, tales como IgAs, IgAz, 19G1, 1gG2, 19G3 0 IgG4, 0 combinaciones de las mismas,
denominadas generalmente en lo sucesivo en el presente documento “mimeticuerpos”. En algunas realizaciones, los
polipéptidos mimeticuerpos de la invencién contienen una secuencia de péptido hormonal estimulante de alfa
melanocitos (alfa-MSH) y se designa mimeticuerpo de alfa-MSH de union a receptor de melanocortina: Tales
polipéptidos mimeticuerpos de alfa-MSH pueden unirse al receptor de melanocortina 4 (MC4R) y, con igual o0 menor
afinidad, con MC3R y MC5R respectivamente. Un resultado de dicha unién a receptor de melanocortina puede ser la
estimulacion o inhibicion de la actividad del receptor de melanocortina. La estimulacion puede causar pérdida de
peso mientras que la inhibicion puede causar ganancia de peso.

En una realizacion los polipéptidos de la invencion tienen la formula genérica (1):
(Mp-Lk-V2-Hg-Cn2-Ch3) 0]

en la que Mp es una molécula de unién a receptor de melanocortina, Lk es engarce quimico o polipeptidico, V2 es
una parte de un extremo C terminal de una region variable de inmunoglobulina, Hg es al menos una parte de una
region bisagra variable de inmunoglobulina, C42 es una region constante Cp2 de cadena pesada de inmunoglobulina
y Chs es una region constante Cys de cadena pesada de inmunoglobulina y t es de forma independiente un nimero
entero de 1 a 10.

Como se usa en el presente documento, “molécula de union a receptor de melanocortina” significa una molécula que
puede unirse al menos a un receptor de melanocortina tal como MC4R de Homo sapiens (SEC ID N°: 77). Los
ejemplos de otros receptores de melanocortina de Homo sapiens incluyen MCR1 (SEC ID N°: 71), MCR2 (SEC ID
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N°: 73), MCR3 (SEC ID N°: 75) y MCR5 (SEC ID N° 79). Una cadena peptidica dada es un “receptor de
melanocortina” si tiene al menos una identidad de secuencia de aminoacidos del 85% con una secuencia de
receptor de melanocortina conocida o la forma madura de un receptor de melanocortina conocido y puede actuar
como un receptor acoplado a proteina G. El porcentaje de identidad entre dos cadenas peptidicas puede
determinarse por alineamiento por parejas usando los ajustes por defecto del médulo AlignX de Vector NTI version
9.0.0 (Invitrogen Corp., Carslbad, CA). Una molécula de unién a receptor de melanocortina ejemplar es el péptido de
alfa-MSH de 13 aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en (SEC ID N°: 2). Otras moléculas
de unién a receptor de melanocortina incluyen fragmentos biolégicamente activos de SEC ID N° 2 y otras
secuencias de aminodcidos que pueden unirse a un receptor de melanocortina. La expresion “fragmento
biolégicamente activo” como se usa en el presente documento, se refiere a una parte de un péptido de alfa-MSH que
puede unirse con un receptor de melanocortina tal como MC4R. La secuencia peptidica HFRW (SEC ID N°: 81) es
un “fragmento biolégicamente activo” ejemplar de la secuencia peptidica alfa-MSH SYSMEHFRWGKPYV (SEC ID N°:
2). El fragmento HFRW se ha incorporado en la estructura de la molécula activadora del receptor de melanocortina
sintética melanotan 1l (MTII) (Fan y col., Nature 385: 165-168 (1997)).

La incorporacién de moléculas de unién al receptor de melanocortina en los polipéptidos mimeticuerpos de la
invencion posibilita la unién a receptores de melanocortina con un amplio intervalo de afinidades. Los polipéptidos
mimeticuerpos de la_invencion pueden unirse a un receptor de melanocortina con una Kgq menor o igual a
aproximadamente 107, 10®, 10°, 10", 10" 6 10" M. El intervalo de valores de Clsy obtenidos para un péptido
aMSH, péptido MTIl y MSHMMB fueron 260-400 nM, 5-30 nM y 200-300 nM respectivamente. La afinidad de un
polipéptido mimeticuerpo por un receptor de melanocortina puede determinarse experimentalmente usando
cualquier procedimiento adecuado. Tales procedimientos pueden utilizar instrumentacién Biacore o KinExA, ensayos
de ELISA o de union competitiva. Los polipéptidos mimeticuerpos que se unen especificamente a receptores de
melanocortina con una afinidad deseada pueden seleccionarse de bibliotecas de variantes o fragmentos por técnicas
conocidas para los expertos en la materia.

Un péptido alfa-MSH que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N°: 2 puede modificarse para
obtener otras moléculas de unién a receptor de melanocortina. Tales modificaciones pueden comprender la
incorporacion de motivos C-[X],-C en el péptido para restringir de forma conformacional el péptido a través de la
formacion de enlaces disulfuro. En un motivo C-[X],-C, C es un resto de cisteina, X es un resto de aminoacido y n es
un numero entero necesario para conseguir la restriccion conformacional requerida. En este caso n puede ser desde
1 resto hasta 50. Se muestran secuencias peptidicas modificadas C-[X],-C ejemplares en la SEC ID N°: 4, 6, 8 y 10.

La modificacion también puede comprender la comparacion de un motivo Wa-[X],-Wa en el péptido para restringir de
forma conformacional el péptido a través de la formacion de una cremallera de tripté6fano. En un motivo Wa-[X],-Wa
W es un resto de triptéfano, X es un aminoacido, a es un nimero entero, habitualmente 2, pero que puede serde 1 a
10, y n es un numero entero necesario para conseguir la restriccion conformacional requerida. En este caso n puede
ser desde 1 resto hasta 50. Se muestran péptidos Wa-[X],-Wa ejemplares en SEC ID N°: 12, 14, 16 y 18. Ademas, la
secuencia HFRW (SEC ID N°: 81) presente en el péptido alfa-MSH también pueden modificarse sustituyendo
cualquier resto en esta secuencia por uno cualquiera de F, H, W y M; por ejemplo, HFRW (SEC ID N°: 81) pueden
sustituirse por FHWM (SEC ID N°: 83).

En los polipéptidos de la invencion, la parte de engarce (Lk) proporciona flexibilidad estructural permitiendo al
mimeticuerpo tener propiedades de union y orientaciones alternativas. Los engarces ejemplares incluyen engarces
quimicos no peptidicos o de uno a 20 aminoacidos unidos por enlaces peptidicos, seleccionandose los aminoacidos
de los 20 aminoécidos de origen natural u otros aminoacidos (por ejemplo aminoacidos D, aminoacidos de origen no
natural o aminoacidos de origen natural poco habituales). La parte de engarce puede incluir una mayoria de
aminoacidos que no tienen impedimento estérico, tales como glicina, alanina y serina y puede incluir GS, poli GS
(por ejemplo GSGS (SEC ID N°: 20)), GGSG (SEC ID N°: 22), GSGGGS (SEC ID N°: 24), GSGGGSG (SEC ID N¢:
26), GSSG (SEC ID N°: 28), 0 GSGGGS (SEC ID N°: 30) o GGGS (SEC ID Ne°: 85) o cualquier combinacion o
polimero de los mismos. Otros engarces ejemplares dentro del alcance de la invencién pueden ser mayores de 20
restos y pueden incluir restos distintos de glicina, alanina y serina.

En los polipéptidos de la invencién, V2 es una parte de un dominio carboxi terminal de una region variable de
inmunoglobulina tal como una regién variable de cadena pesada. Las secuencias de aminoacidos V2 ejemplares son
GTLVTVSS (SEC ID N°: 32) y TLVAVSS (SEC ID N°: 34).

En los polipéptidos de la invencién, Hg es una parte del domino de bisagra de una region variable de
inmunoglobulina tal como una regién variable de cadena pesada. Las secuencias de aminoacidos de Hg ejemplares
incluyen EPKSCDKTHTCPPCP (SEC ID N°: 36), EPKSADKTHTCPPCP (SEC ID N°: 38), ESKYGPPCPSCP (SEC
ID N°: 40), ESKYGPPCPPCP (SEC ID N°: 42), CPPCP (SEC ID N°: 44) y CPSC (SEC ID N°: 46).

En los polipéptidos de la invencion, Cy2 es una region constante Cy2 de cadena pesada de inmunoglobulina. Las
secuencias de aminoacidos de Cnx2 ejemplares incluyen:
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APELLGGPSVFLFPPKPRDTLMISRTPEVICVVVIVS HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREREQYINS
TYRVVSVLTVLEODWLNGKEYRKCKVSNKALPAPIEKT I SKAK (SEC ID N°: 48),

APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVS HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYMS
TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT TSKAK (SEC ID N°: 50),

APEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSQEDRP EVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAK (SEC ID N®: 52)

APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSQEDP EVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNS
TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAK (SEC ID N°: 54).

En los polipéptidos de la invencion, Cy3 es una regién constante Cy3 de cadena pesada de inmunoglobulina. Las
secuencias de aminoacidos de Cy3 ejemplares incluyen:

GOPREPOVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW ESNGOPENNYRTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDESRWQOGNVFSCEVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEC ID N° 56)

y

GOPREPQVYTLPPSOQEEMTKNQVELTCLVKGFYPSDIAVEW ESNGOPENNY KT TPPVLDSDESPFLYS
RLTVDKSRWOEGNVFSCSVMHEALHNHYTOKSLSLSLGK (SEC ID N°: 68).

se reconocera por los expertos en la materia que la regiéon Cy3 de los polipéptidos de la invencion pueden tener su
aminoacidos C terminal escindido cuando se expresan en ciertos sistemas recombinantes.

En los polipéptidos mimeticuerpos de la invencién Hg, Cu2 o Cu3 pueden ser de la subclase 1gG1 o 1gGs. Una
secuencia es de la subclase IgG;: o 1gGs si se forma o desarrolla a partir de una cadena pesada yl o y4
respectivamente. Una cadena peptidica dada es una cadena pesada yl o y4 si es al menos 80% idéntica a una
secuencia de cadena pesada y1 o y4 conocida de una especie dada. El porcentaje de identidad entre dos cadenas
peptidicas puede determinarse por alineamiento en parejas usando los ajustes por defecto del médulo AlignX de
Vector NTI v.9.0.0 (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA).

En los polipéptidos mimeticuerpos de la invenciéon Hg, Cy2 o Cy3 pueden ser individualmente de la subclase IgG; o
IgG4. Los mimeticuerpos de la invencion también pueden comprender combinaciones de elementos Hg, Cu2 0 Cu3
de cada subclase. Por ejemplo, Hg puede ser de la subclase 1gG4 mientras que Cn2 y Cn3 son de la subclase 1gG;.
Como alternativa Hg, Ch2 y Cp3 pueden ser todos de la subclase 1gGs o 1gGi. El polipéptido
EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEC ID Ne: 65) es ejemplar de un polipéptido en el que Hg (restos 1-15 de SEC ID N°: 65), C42 (restos 16-125 de
SEC ID N°: 65) y C3 (restos 126-232 de SEC ID N°: 65) son todos de la subclase 19G;.

Las subclases IgG; e IgG4 difieren en el nUmero de cisteinas en la region bisagra. La mayoria de los anticuerpos de
tipo IgG tales como IgG;, son moléculas homodiméricas compuestas de dos cadenas pesadas (H) idénticas y dos
cadenas ligeras (L) idénticas tipicamente abreviadas H,L,. De este modo, estas moléculas son generalmente
bivalentes con respecto a union a antigenos debido a la formacion de enlaces disulfuro entre cadenas pesadas y
ambas ramas de unién a antigeno (Fab) de la molécula de IgG tienen idéntica especificidad de unién. Las cadenas
pesadas de isotipo 1gGa, por el contrario, contienen un motivo CPSC (SEC ID N°: 46) en sus regiones bisagra capaz
de formar enlaces disulfuro dentro de o entre las cadenas pesadas, es decir, los dos restos Cys en el motivo CPSC
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pueden unirse por enlace disulfuro con los restos Cys correspondientes en la otra cadena H (inter) o los dos restos
de Cys dentro de un motivo CPSC dado pueden unirse con enlace disulfuro entre si (intra). Puesto que los pares de
HL en esas moléculas IgG4 con enlaces dentro de las cadenas pesadas en la regién bisagra no estan asociadas
covalentemente entre si, pueden disociarse en monomeros HL que se reasocian después con monémeros HL
derivados de otras moléculas de IgGs que forma moléculas de IgGs heterodiméricas biespecificas. Las enzimas
isomerasa in vivo pueden facilitar este proceso. En un anticuerpo IgG biespecifico las dos “ramas” Fab de la
molécula de anticuerpo difieren en los epitopos a los que se unen. La sustitucion de restos de Ser en la region
bisagra de 1gG4 con Pro da como resultado un “comportamiento de tipo 1gG:”, es decir, las moléculas forman
enlaces disulfuro estables entre cadenas pesadas y, por lo tanto, no son susceptibles de intercambiar HL con otras
moléculas de IgGa.

Los polipéptidos mimeticuerpos de la invencion pueden hacerse mas de tipo 1gG4 o tipo 1gG; por la modificacion de
sitios que estan implicados en la formacion de enlaces disulfuro y estan presentes en la parte Hg-Cx2-Cn3 de los
polipéptido mimeticuerpos. Tales sitios pueden modificarse por retirada, delecién, inserciéon o sustitucion con otros
aminoacidos. Tipicamente, los restos de cisteina presentes en motivos asociados a enlaces disulfuro se retiran o
sustituyen. La retirada de estos sitios puede evitar la unién por enlaces disulfuro covalentes con otras proteinas que
contienen cisteina presentes en la célula huésped productora de mimeticuerpos o unién por enlaces disulfuro dentro
de cadenas pesadas en construcciones basadas en IgG,4 permitiendo aln la dimerizacién no covalente de dominios
de mimeticuerpo Hg-Cp2-Cn3. La modificacién de tales sitios puede permitir la formacion de polipéptidos
mimeticuerpos biespecificos con dos partes M diferentes o evitar la formacion de tales especies biespecificas.

Las subclases IgG; e IgG4 también difieren en su capacidad para mediar citotoxicidad dependiente de complemento
(CDC) y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC). CDC es el lisado de una célula diana en presencia
de complemento. La ruta de activacion de complemento se inicia por la unién del primer componente del sistema de
complemento (C1q) con una molécula que forma complejo con un antigeno afin. IgG: es un inductor fuerte de la
cascada de complemento y actividad de CDC posterior, mientras que 1gG, tiene poca actividad inductora de
complemento. ADCC es el procedimiento mediado por células en el que células citotoxicas no especificas que
expresan receptores de Fc (FcR) implicados en ADCC (por ejemplo, células citoliticas (NK), neutréfilos y
macrofagos) reconocen anticuerpo unido en una célula diana y posteriormente causan lisis de la célula diana. La
subclase 1gG: se une con alta afinidad a receptores de Fc implicados en ADCC y contribuye a ADCC, mientras que
IgG4 se une solamente de forma débil a tales receptores y tiene poca actividad inductora de ADCC. La incapacidad
relativa de 1gG4 para activar funciones efectoras tales como ADCC es deseable puesto que es posible el suministro
del polipéptido mimeticuerpo a células sin matar a la célula.

La actividad CDC y ADCC de los polipéptidos mimeticuerpos de la invencion pueden modificarse alterando sitios
implicados en CDC y ADCC presentes en la parte Hg-C2-Cn3 del polipéptido mimeticuerpo. Tales sitios pueden
modificarse por retirada, delecidn, insercion o sustitucion con otros aminoacidos. En los mimeticuerpos de la
invencién los sitios implicados en CDC, tales como el sitio de unién a Clq, tipicamente se retiran o se modifican de
otro modo para minimizar la actividad de CDC. Adicionalmente, los sitios de unién a receptor de Fc implicados en
ADCC pueden modificarse de forma similar en los mimeticuerpos de la invencion. En general, dicha modificacion
retirara los sitios de unién a receptor de Fc implicados en la actividad ADCC de los mimeticuerpos de la invencion.
La sustitucion de restos de Leu con restos de Ala en la parte Cy2 de los polipéptidos de la invencién es un ejemplo
de una modificacion que puede minimizar la actividad ADCC en los polipéptidos de la invencion. La secuencia de
aminoacidos de Cny2 APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED PEVKFNWYVDGVEVHNAKTK-
PREEQYNS TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK (SEC ID N°: 52) es ejemplar de una
sustitucion de Leu a Ala tal en los restos 4 y 5 (en la secuencia anterior). Ademas, el dominio V1 puede retirarse de
modo que el extremo N terminal del péptido esté libre después de la escision del péptido sefial y es accesible a 'y
podria modificarse por enzimas tales como acetilasas.

Los anticuerpos de los isotipos tanto IgG4 como 1gG; contienen sitios de union al receptor de recuperacion FcRn. El
receptor de recuperacion de FcRn ayuda a mantener los niveles de anticuerpo IgG en el cuerpo reciclando o
transportando anticuerpos de tipo IgG a través de capas celulares endoteliales tales como las que revisten el interior
de las cavidades corporales y vasos sanguineos.

El receptor recuperador de FcRn hace esto uniendo IgG que han entrado en células endoteliales por pinocitosis no
especifica y evitando que estas moléculas de anticuerpo IgG se degraden en el lisosoma de la célula. El resultado
de dicha actividad del receptor FCRn es que la semivida en suero de una molécula con un sitio de unién a FcRn se
prolonga en relaciéon con una molécula idéntica en lo demas que carece de dicho sitio.

Es deseable que la parte Hg-Cn2-Cnx3 de los mimeticuerpos de la invencién contengan un sitio de union de FcRn en
el punto de unién de las regiones Cy2 y Cu3. Se espera que tales sitios FCRn aumenten la semivida en suero de los
mimeticuerpos de la invencidon asi como que mejoren otras propiedades farmacocinéticas en relacion con una
molécula de unién a receptor de melanocortina, tal como alfa-MSH sola. En los mimeticuerpos de la invencion los
sitios de FcRn pueden modificarse o afiadirse por retirada, delecidn, insercion o sustitucion de aminoéacidos.
Tipicamente, tales modificaciones se usan para mejorar la uniéon de un sitio dado al FcRn. Un ejemplo de sitio de
union a FcRn es la secuencia MISRTPTVLHQHNHY (SEC ID N°: 69) hallada en anticuerpos IgG; e 1gGa. Otros sitios
de unidon a FcRn se conocen bien por los expertos en la materia.
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Los anticuerpos con diferentes isotipos, tales como IgGs e 1gGi1, pueden contener sitios de glucosilaciéon. La
glucosilacién de estos sitios puede alterar las propiedades y actividades de moléculas de anticuerpo. Las moléculas
de anticuerpo pueden estar N glucosiladas u O-glucosiladas. La N glucosilacién de cadenas laterales de restos
aminoacidicos de anticuerpo que contienen atomos de nitrégeno (por ejemplo Asn) pueden modular funciones
efectoras de Fc de anticuerpo tales como ADCC confiriendo una actividad citolitica a moléculas de anticuerpo N
glucosiladas. Esta actividad citolitica asociada a ADCC provoca la lisis de células efectuada por tales anticuerpos N
glucosilados. Como alternativa, una molécula de anticuerpos puede estar O-glucosilada por modificacién de cadenas
laterales de restos de aminoacidos que contienen &tomos de oxigeno (por ejemplo, Ser o Thr).

La O-glucosilacién puede disminuir la semivida en suero de una molécula de anticuerpo a través de aumento del
aclaramiento mediado por lectina de moléculas de anticuerpo O-glucosiladas del suero. Adicionalmente, la O
glucosilacién puede causar aumentos no deseables de la heterogeneidad de anticuerpos debido a diferentes
alcances de la O glucosilacion entre diversas moléculas de anticuerpo. Por ultimo, tanto la O glucosilacion como la N
glucosilacion pueden alterar las propiedades dependientes de estructura de moléculas de anticuerpos tales como
afinidad de union e inmunogenicidad.

Como las moléculas de anticuerpo que imitan, los polipéptidos mimeticuerpos de la invenciéon también pueden
modificarse postraduccionalmente por N glucosilacién y O glucosilacion. En la mayoria de los casos, es deseable
limitar la N glucosilacién de los mimeticuerpos de la invencién para minimizar la actividad citolitica. La N
glucosilacién puede limitarse por la retirada o sustitucion de restos aminoacidicos tales como Asn, que tipicamente
estan N glucosilados. También es deseable limitar la O glucosilacion de mimeticuerpos para minimizar el
aclaramiento mediado por lectina, heterogeneidad de mimeticuerpos y la alteracion de propiedades de
mimeticuerpos dependientes de estructura tales como afinidad de union e inmunogenicidad. Una forma de minimizar
la glucosilacion ligada a O en los mimeticuerpos de la invencién es sustituir restos de Thr con restos de Ala en la
parte V2 de los polipéptidos de la invencion.

La secuencia de aminoacidos V2 TLVAVSS (SEC ID N°: 34) es ejemplar de una sustitucion de Thr a Ala tal; esta
sustitucion de V2 particular también puede obtenerse por una sustitucion de Thr a Ala en la posicion 47 de SEC ID
N°: 62. Los expertos en la materia también reconoceran otros modos para controlar la glucosilacion ligada a N y
ligada a O incluyendo modulacién de actividad de enzima glucosilasa.

La estructura monomérica Mp-Lk-V2-Hg-Cn2-Cu3 de los polipéptidos mimeticuerpos de la invencion puede ligarse a
“t” otros mondmeros siendo t un nimero entero del a 10. Dicho enlace puede producirse a través de interacciones
no covalentes o enlaces covalentes tales como enlace disulfuro Cys-Cys. De este modo pueden formarse
estructuras multiméricas tales como dimeros y multimeros de mayor orden de los polipéptidos de la invencion. Se
espera que la dimerizacion de los polipéptidos de la invencion aumente la afinidad de estos polipéptidos por
receptores de melanocortina tales como MC4R. El término “multimeros” como se usa en el presente documento
significa moléculas que tienen estructura cuaternaria y estan formadas por la asociacion de dos o mas subunidades.

Los polipéptidos de la invencién pueden comprender opcionalmente en el extremo amino terminal, una parte amino
terminal de una region variable de inmunoglobulina, designada V1 como se muestra en la Formula II:

(V1-Mp-Lk-V2-Hg-Cn2-Ch3) ()}
Las secuencias de aminoacidos V1 ejemplares incluyen QIQ y QVQ.

Los polipéptidos de la invencion también pueden comprender sefiales secretoras necesarias para facilitar la
secrecion de proteinas u otras sefiales necesarias para el trafico de proteinas en la célula. Un ejemplo de secuencia
sefial secretora es MAWVWTLL-FLMAAAQSIQA (SEC ID Ne°: 69). Los expertos en la materia reconoceran otras
sefiales secretoras.

En una realizacion los polipéptidos de la invencion comprenden SEC ID N° 60 6 62. SEC ID N°: 62 representa un
polipéptido alfa-MSH de unién a receptor de melanocortina (V1-Mp-Lk-V2-Hg-Cn2-Cn3)(y de formula genérica (1) que
tiene la sefial secretora MAWVWTLLFLMAAAQSIQA (SEC ID N°: 69) fusionada en su extremo amino terminal. La
SEC ID N°: 60 representa un polipéptido alfa-MSH de unién a receptor de melanocortina (Mp-Lk-V2-Hg-Cn2-Ch3)
de la formula genérica (1). No esta presente sefial secretora en SEC ID N°: 60.

Otro aspecto de la presente invencion es un polinucleétido que comprende, es complementario a o que tiene
identidad significativa con, un polinucleétido que codifica al menos un mimeticuerpo de unién a receptor de
melanocortina. Otros aspectos de la presente invencién incluyen vectores que comprenden al menos una molécula
polinucleotidica que codifica un mimeticuerpo de unién a receptor de melanocortina. En un aspecto diferente la
invencién proporciona una célula que comprende un vector de la invencién o una célula que expresa un polipéptido
mimeticuerpo de la invencién. Los polinucledtidos, vectores y células pueden usarse para producir los polipéptidos
mimeticuerpos de la invencion.

En una realizacion, los polinucledtidos de la invencion comprenden SEC ID N°% 59 o SEC ID N°% 61 o un
polinucledtido complementario a SEC ID N°: 59 o SEC ID N° 61. SEC ID N°: 59 es un ADNc que codifica un
polipéptido alfa-MSH de unién a receptor de melanocortina (Mp-Lk-V2-Hg-Cn2-C3) ( de la formula genérica (1) que
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carece de una secuencia sefial. SEC ID N°: 61 es un ADNc que codifica un polipéptido alfa-MSH de union a receptor
de melanocortina (V1-Mp-Lk-V2-Hg-C2-Ch3) ¢ de la férmula genérica () que tiene una sefial secretora fusionada
en su extremo amino terminal.

En una realizacion, los polinucledtidos de la invencion comprenden un polinucleétido que codifica el polipéptido de
SEC ID N° 60 o SEC ID N° 62. Las secuencias de &cidos nucleicos ejemplares que codifican las secuencias
polipeptidicas mostradas en SEC ID N° 60 o SEC ID N° 62 se muestran en SEC ID N° 59 o SEC ID N°: 61,
respectivamente. También se proporcionan polinucledtidos que son sustancialmente idénticos a los polinucleétidos
anteriormente desctitos.

La expresion “sustancialmente idéntica” en el contexto de polinucleétidos significa que una secuencia
polinucleotidica dada es idéntica a una secuencia polinuclectidica de la invencion, o parte de la misma, en al menos
60%, al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 90% o al
menos aproximadamente 95-98% de los nucledtidos. El porcentaje de identidad entre dos secuencias
polinucleotidicas puede determinarse por alineamiento por parejas usando los ajustes por efecto del mddulo AlignX
de Vector NTIv.9.0.0 (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA).

Tipicamente, los polinucledtidos de la invencién se usan en vectores de expresion para la preparacion de los
polipéptidos mimeticuerpos de la invencion. Los vectores dentro del alcance de la invencion proporcionan elementos
necesarios para expresion eucariota e incluyen vectores dirigidos por promotores virales, tales como vectores
dirigidos por promotor de CMV, por ejemplo, pcDNA3.1, pCEP4 y sus derivados, vectores de expresion de
Baculovirus, vectores de expresién de Drosophila y vectores de expresion que estan dirigidos por promotores de
genes de mamifero, tales como promotores de genes de Ig humanos. Otros ejemplos incluyen vectores de expresion
procariotas, tales como vectores dirigidos por promotor T7, por ejemplo, pET41, vectores dirigidos por el promotor de
la lactosa y vectores dirigidos por el promotor del gen de la arabinosa.

La presente invencién también se refiere a una célula que expresa un mimeticuerpo de la invencién o comprende un
vector de la invencion. Una célula tal puede ser procariota o eucariota. Las células eucariotas ejemplares son células
de mamifero, tales como, pero sin limitacién, COS-1, COS-7, HEK293, BHK21, CHO, BSC-1, HepG2, 653, SP2/0,
NSO 293, Hela, células de mieloma, de linfoma o cualquier derivado de las mismas. Mas preferentemente, la célula
eucariota es una célula HEK293, NSO SP2/0 o CHO. E. coli es una célula procariota ejemplar. Una célula de
acuerdo con la invencion puede generarse por transfeccion, fusion celular, inmortalizacion o cualquier procedimiento
gue se conozca bien en la técnica. Los polinucleétidos transfectados en una célula pueden ser extracromosémicos o
estar integrados de forma estable en el cromosoma de la célula.

Los mimeticuerpos de la invencién pueden hacerse mas compatibles con una célula huésped dada por modificacion
de la parte Hg-Cx2-Cn3 del polipéptido. Por ejemplo, cuando un mimeticuerpo de la invencion se expresa de forma
recombinante en una célula bacteriana tal como E. coli, la secuencia Pro-Ala en el elemento Hg puede retirarse para
evitar la digestién por la enzima de E. coli prolina iminopeptidasa. De forma similar, una parte del elemento Hg
puede delecionarse o sustituirse con otros aminoacidos en los mimeticuerpos de la invencidon para evitar
heterogeneidad en los productos expresados en una célula huésped seleccionada.

La presente invencién proporciona adicionalmente un procedimiento para producir un polipéptido mimeticuerpo que
comprende las etapas de cultivar una célula de la invencion y purificar un polipéptido mimeticuerpo expresado de la
invencion. Los componentes celulares, tales como los necesarios para transcripcion y traduccion in vitro también
pueden usarse para expresar los polipéptidos de la invencion. La presente invencién abarca mimeticuerpos
producidos por ambos procedimientos. Los polipéptidos mimeticuerpos expresados pueden recuperarse y purificarse
de células o sistemas basados en componentes celulares por procedimientos bien conocidos en la técnica que
incluyen, pero sin limitacién, purificacién de proteina A, precipitaciéon de sulfato de amonio o etanol, extraccion acida,
cromatografia de intercambio aniénico o catiénico, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de interaccion
hidrofoba, cromatografia de afinidad, cromatografia de hidroxilapatita y cromatografia de lectina. También puede
emplearse cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) para purificacion. Tipicamente la purificacion requerira
una combinacion de varios procedimientos diferentes.

Otro aspecto de la presente invencién es una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de al
menos un polipéptido mimeticuerpo y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. La expresion “cantidad
eficaz” generalmente se refiere a la cantidad de mimeticuerpo necesaria para terapia eficaz, es decir, el alivio parcial
o0 completo del sintoma o trastorno para el que se buscéd tratamiento. La composicion puede comprenden
opcionalmente al menos un compuesto, proteina 0 composicién adicional atil para tratar la obesidad y las otras
afecciones descritas posteriormente. El vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable en las composiciones
puede ser una solucién, suspension, emulsion, coloide o polvo. Los expertos en la materia reconoceran otro vehiculo
y diluyentes farmacéuticamente aceptables.

Otro aspecto de la presente invencion es un polipéptido de la invencién para su uso en medicina. El polipéptido
puede ser para su uso en un procedimiento para modificar la actividad bioldgica de un receptor de melanocortina en
una célula, tejido u érgano que comprende poner en contacto las composiciones farmacéuticas de la invencién con
la célula, tejido u érgano. El polipéptido de la invencion puede ser para su uso en un procedimiento para modificar la
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actividad del receptor de melanocortina en el cerebro, tejido cerebral o células cerebrales. Como alternativa, el
polipéptido de la invencidén puede ser para su uso en un procedimiento para modificar la actividad del receptor de
melanocortina en otras células periféricas o tejidos tales como musculo, u otros 6rganos tales como el estomago.
Los expertos en la materia reconoceran otras células, tejidos u érganos que pueden usarse.

Otro aspecto de la invencién es un polipéptido de la invencion para modular al menos una afeccion mediada por
receptor de melanocortina que comprende administrar una composicion farmacéutica de la invencién a un paciente
gue la necesite. Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden administrarse por cualquier via adecuada.
Tales vias pueden ser intratecal, intranasal, periférica (por ejemplo, subcutanea, intramuscular, intradérmica,
intravenosa) o por cualquier otro medio conocido en la técnica. Como se ha descrito previamente, se ha implicado
una actividad del receptor de melanocortina anémala en varias afecciones patoldgicas, tales como obesidad y
diabetes Tipo 2. Los polipéptidos mimeticuerpos de la invencién también pueden usarse para modular otras
afecciones mediadas por receptor de melanocortina tales como disfuncion eréctil masculina y femenina, inflamacion,
insuficiencia cardiaca congestiva, trastornos del sistema nervioso central, dafio neuronal, enfermedad infecciosa,
enfermedad pulmonar, enfermedad cuténea, fiebre y dolor.

La presente invencion se describe adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos. Estos ejemplos son
meramente para ilustrar aspectos de la presente invencion y no se pretende que sean limitaciones de la presente
invencion.

Ejemplo 1

Mimeticuerpo de alfa-MSH y Construccién de Vector de Expresiéon

Se disefi6é una proteina mimeticuerpo de alfa-MSH que comprende una secuencia de sefial secretora, una secuencia
peptidica de alfa-MSH, una secuencia de engarce, una secuencia Vy, una secuencia bisagra, una secuencia Cy2 de
IgG1 humana y una secuencia Cy3 de IgG; humana (Figura 3 y SEC ID N°: 62). Los datos analiticos, por ejemplo,
espectroscopia de masas, han confirmado que se genera un polipéptido maduro (61.344,6 para la forma G1/G1).
Las secuencias de acidos nucleicos que codifican esta proteina mimeticuerpo de alfa-MSH (Figura 3; SEC ID N°: 61)
se generaron usando técnicas de biologia molecular convencionales. Las secuencias de &acido nucleico que
codifican la secuencia de mimeticuerpo de alfa-MSH se subclonaron en el vector de expresion p2389 para generar
un vector de expresion de mimeticuerpo de alfa-MSH (SEC ID N°: 63).

Ejemplo 2

Expresién de Mimeticuerpo de alfa-MSH

El mimeticuerpo de alfa-MSH se expreso de forma transitoria en células HEK293E. Las células se cultivaron usando
condiciones convencionales y se transfectaron de forma transitoria con el vector de expresién de mimeticuerpo de
alfa-MSH usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) como se indica por el fabricante. 24 h después de
la transfeccién se transfirieron las células a una formulacion de medio sin suero y se cultivaron durante 5 dias. El
medio de cultivo se retird6 después y se centrifugé para retirar los residuos. El medio clarificado se incubd con
Proteina A-Sepharose™ (HiTrap rProtein A FF, Amersham Biosciencies, Piscataway, NJ) y se eluyeron las proteinas
del conjugado de Proteina A-Sepharose™ como se indicd por el fabricante. La solucion de proteina eluida se
purificé adicionalmente mediante cromatografia de exclusion por tamafio de Superose™ 12 (Superose 12 10/300
GL, Amersham Biosciencies, Piscataway, NJ) usando procedimientos convencionales. El eluyente de la columna se
sometid después a SDS-PAGE y se visualizé por tincién de azul de Coomassie y plata. Se prepararon después
transferencias de Western y se ensayaron las manchas de transferencia con un anticuerpo primario especifico de Fc
0 un anticuerpo primario especifico de alfa-MSH. Juntos, los resultados de transferencia de Western y tincién de
SDS-PAGE indicaron que se habia obtenido un mimeticuerpo de alfa-MSH purificado, compuesto de dos cadenas
polipeptidicas, de las células HEK293 transfectadas de forma transitoria.

Ejemplo 3
El Mimeticuerpo de alfa-MSH se Une a MC4R

El mimeticuerpo de alfa-MSH se une a MC4R y puede competir con moléculas agonistas de [Nle(4), D-Phe(7)]-alfa-
MSH (NDP-alfa-MSH) radiomarcadas por union a MC4R (Figura 4). MC4R es un receptor para alfa-MSH. La unién
de alfa-MSH con MC4R expresado de forma recombinante en membranas celulares de HEK293 (Perkin Elmer Life
and Analytical Sciences, Boston, MA) se examind por ensayos de unidon competitiva en los que se afadieron
cantidades crecientes de agonistas de MC4R no marcados (controles positivos) y el dominio Fc de un anticuerpo
humano (control negativo) a cécteles de ensayo que contenian [125I]-NDP-aIfa-MSH como se indica en la Figura 4.
Los agonistas de MC4R no marcados fueron melanotan Il (MTIl; un analogo de alfa MSH), alfa-MSH y NDP-alfa-
MSH. EI mimeticuerpo de alfa-MSH que se une a MC4R fue estable después de dos semanas de almacenamiento a
4°C, -20°C y -80°C en PBS (solucion salina tamponada con fosfato) como se evalud por ensayos de unién
competitiva.

Se realizaron ensayos de unién competitiva usando Scintillation Proximity Assays® (Amersham Biosciences Corp,

9



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2363 023 T3

Piscataway, NJ) como se indico por el fabricante del ensayo. Los cActeles de ensayo contenian [125I]-NDP-aIfa-MSH
a CE80, es decir, ~0,5 nM, 0,1 ug de membranas de MC4R, MgSQO4 1 mM, CacCl, 1,5 mM, Hepes 25 mM, BSA 0,2%,
1,10-fentrolina 1 mM, una cantidad recomendada por el fabricante del ensayo de cdctel inhibidor de proteasa (Roche
Diagnostics Corp., Indianapolis, IN) y perlas de SPA. Se midié la emision de luz de las perlas de Scintillation
Proximity Assay  con un Instrumento Packard Top Count NXT (Perkin Elmer Life and Analytical Sciences, Boston,
MA) durante 5 minutos.

Ejemplo 4
El Mimeticuerpo de alfa-MSH Activa MC4R

El mimeticuerpo de alfa-MSH puede activar sefializacion de MC4R para aumentar la produccién de AMPc en células
CHOK1 que expresan MC4R (Figura 5 y Figura 6). MC4R es un receptor acoplado a proteina G de siete
transmembranas (7TM). La activacién de MC4R por ligando o agonista da como resultado un aumento de niveles de
AMP ciclico (AMPc).

Los ensayos de activacion del receptor MC4R se realizaron usando dos lineas celulares CHOK1 clonales diferentes
transfectadas de forma estable con un vector de expresion de MC4R y que expresaban MC4R. El clon 1 (Figura 5)
expres6 MC4R a altos niveles en relacion con el Clon 2 (Figura 6). Las células del Clon 1 y Clon 2 se cultivaron
como una monocapa usando condiciones de cultivo convencionales hasta una densidad de aproximadamente
100.000 células/pocillo y después se incubaron con cantidades crecientes (0-100 pM) de alfa-MSH, MTII o
mimeticuerpo de alfa-MSH durante 15 minutos como se indica en la Figura 5 y la Figura 6. Las células se lisaron
después y se realizaron ensayos de AMPc usando el Sistema de Inmunoensayo Quimioluminiscente cAMP-Screen
Direct™ (Applied Biosystems, Foster City, CA) como se indico por el fabricante. Los valores de CEsg de los ensayos
de AMPc usando Clon 1 (Figura 5) y Clon 2 (Figura 6) se enumeran en la Tabla 1 a continuacion

Tabla 1
Clon 1 Clon 2
Péptido alfa-MSH (control positivo) CEso = 3,29 nM CEso = 9,46 nM
MT II (control positivo) CEso = 0,52 nM CEso = 0,52 nM
Mimeticuerpo de alfa-MSH CEsp = 14,36 nM CEsp =52,4 nM

Ejemplo 5

La Administracion de Mimeticuerpo de alfa-MSH Reduce la Ingesta de Comida Animal y el Peso Corporal

La administracion de mimeticuerpo de alfa-MSH a ventriculos cerebrales de Rattus norvegicus reduce la ingesta de
comida del animal (Figura 7) y el peso corporal (Figura 8). Se proporcioné mimeticuerpo de alfa-MSH a los
ventriculos cerebrales por inyecciones intracerebroventriculares (ICV) mediante una céanula insertada
quirdrgicamente en el ventriculo lateral izquierdo del cerebro.

Las cénulas se insertaron quirdrgicamente en ratas Sprague-Dawley o Wistar que pesaban de 250 g a 350 g. Las
coordenadas de colocacién de la canula fueron como sigue: -0,8 mm del bregma, -4,5 mm ventral y -1,5 posterior-
anterior. Los animales se recuperaron durante 7 a 10 dias después de la cirugia. Los animales se aclimataron a los
procedimientos experimentales por manipulacion diaria e inyeccién de simulacién, para minimizar la tension.
Ademas se sometid a los animales a la inversion del ciclo oscuridad-luz.

Se confirmd la colocacion apropiada de la canula por un ensayo de angiotensina Il. El ensayo confirmé la colocacion
apropiada de la canula si la administracion ICV de 10 ng de angiotensina Il mediante la canula provoco que las ratas
bebieran 5-10 ml de agua en 30 minutos. Solamente los animales que pasaron el ensayo de angiotensina Il se
usaron para experimentos de ingesta de comida.

Los animales se sometieron a ayuno durante 18-24 horas y se administraron después mimeticuerpo de alfa-MSH,
alfa-MSH (control positivo) o PBS (control negativo) a los ventriculos cerebrales mediante la canula a la tasa de
inyeccion de 9 upl/minuto. Cada grupo de tratamiento tuvo un minimo de 7 animales. Los tratamientos y
dosificaciones fueron como se indican en la Figura 7 y la Figura 8.

Se proporcion6 alimento y agua a los animales después de la inyeccion. La cantidad de alimento y agua consumida
semidi6a0h,4h,24 h,48 hy 72 h (Figura 7) después de la inyeccién. El peso corporal a las 72 horas después de
la inyeccion se midié como se muestra en la Figura 8.
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Habiéndose ahora descrito completamente la presente invencién, resultard evidente para un experto en la materia
que pueden realizarse muchos cambios y modificaciones a la misma sin alejarse del alcance de las reivindicaciones
adjuntas.
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27

Leu Pro Pro Ser Arg

15

Cys Leu Val Lys

30

Gly

Ser Asn Gly Gln

45

Pro

Ser Ser

60

Asp Asp Gly

Ser Gln

75

Arg Trp Gln

Ala His

95

Leu Asn

Lys

gccaggaaga aatgaccaaa
cgagcgatat tgcggttggaa
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accattatac ccagaaaagc

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly
80

Tyr

60
120
180
240
300

321



10

ES 2363 023 T3

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu
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<213> Secuencia artificial

<220>

Gln Val Ser Leu

Ala

Thr

Leu

70

Ser

Ser

val

Pro.

55

Thr

val

Leu

Glu

40

Pro

Val

Met

Ser

25

Trp

val

Asp

His

Leu
105

10

15

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

Glu

Leu

Lys

Glu

90

Gly

Ser

Asp

Ser

75

Ala

Lys

30

Asn Gly Gln Pro Glu
45

Ser Asp Gly Ser Phe
60

Arg Trp Gln Glu Gly
80

Leu His Asn His TyrT
95

<223> Mimeticuerpo de alfa-MSH de union a receptor de melanocortina sin sefial secretora

<400> 59

28
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tcctactcceca
accttagtca
tgcccagcac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccge
ctgcaccagg
ccagccccca
tacaccctgce
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcacecg

catgaggctc

<210> 60
<211> 259
<212> PRT

tggagcactt
cegtetecte
ctgaactcct
tgatctcecg
aggtcaagtt
gggaggagcea
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatcecceg
tctatceccag
agaccacgcc
tggacaagag

tgcacaacca

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2363 023 T3

ccgetggggce
agagcccaaa
ggggggaccyg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggatgagctg
cgacatcgcc
tcecegtgetg
caggtggcag

ctacacgcag

aagccggtgg
tcttgtgaca
tcagtcttece
gtcacatgcg
gtggacggceg
acgtaccggg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg
caggggaacg

aagagcctet

gatccggtgg

aaactcacac
tetteecccee
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagecgt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctececttctt
tcttectecatg

ccetgtetec

aggctccggt
gtgceccaccg
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgecaag
cctcaccgtce
caaagccctce
accacaggtg
gacctgccetg
gcagcecggag
cctctacagc
cteccgtgatg

gggtaaa

<223> Mimeticuerpo de alfa-MSH de union a receptor de melanocortina sin sefial secretora

<400> 60

29

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

777



Ser

Gly

Gly

Ile

65

Glu

His

Lys

Glu
145

TyY

Leu

Trp

val

Asp

225

His

Pro

Tyr

Gly

Lys

Pro

50

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

130

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

210

Lys

Glu

Gly

Sex

Sexr

Thx

35

Sexr

Arg

Pro

Al a

val
115

Ty'r

Thr

Leu

Cy's

Ser
195

Met

Gly

20

His

val

Thr

Glu

Lys

100

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

180

Asn

Asp Ser

Ser Arg

Ala Leu

Lys

Glu

Thr

Thr

Phe

Pro

val

85

Thr

val

Cys

Ser

Pro

165

Val

Gly

Asp

Trp

His
245

His

Leu

Cys

Leu

Glu

70

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

150

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln
230

Asn

Phe

val

Pro

Phe

55

val

Phe

Pro

Thr

vVal

135

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser
215

Gln

His

ES 2363 023 T3

Arg

Thr

Pro

40

Pro

Thr

Asn

Arg

val

120

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu
200

Phe

Gly

Tyr

Trp

val
25

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

105

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr
185

Asn

Phe

Asn

Thr

Gly

10

Ser

Pro

Lys

val

Tyr

S0

Glu

His

Lys

Gln

Leu

170

Pro

Asn

Leu

val

Gln
250

30

Lys

Ser

Ala

Pro

Val

75

val

Gln

Gln

Ala

Pro

155

Thr

Ser

Tyr

Phe
235

Lys

Pro

Glu

Pro

Lys

60

Val

Asp

Asp

Leu

140

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

220

Ser

Ser

Val

Pro

Glu

45

Asp

Asp

Gly

Asn

Txrp

125

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr
205

Lys

Cys

Leu

Gly

Lys

30

Leu

Thr

val

val

Ser

110

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

190

Thr

Ser

15

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

95

Thr

AsrL

Pro

Gl

Val

175

val

Pro

IL.eu Thr

Ser Vval

Ser Leu

255

Gly

Cys

Gly

Met

His

80

Val

Tyr

Gly

Ile

vVal

160

Ser

Glu

Pro

val

Met
240

Ser
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15

<210> 61
<211> 843

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Mimeticuerpo de alfa-MSH de union a receptor de melanocortina con sefial secretora 'y V1.

<400> 61

atggcttggg
atccagtcct
tccggtacct
ccaccgtgcce
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtectge
gccctececcag
caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatg

aaa

<210> 62
<211> 281

<212> PRT

tgtggacctt
actccatgga
tagtcaccgt
cagcacctga
ccctcatgat
accctgaggt
agccgeggga
accaggactyg
cccccecatcga
ccctgececcce
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga

aggctctgea

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Mimeticuerpo de alfa-MSH de unién a receptor de melanocortina con sefial secretora 'y V1.

<400> 62

ES 2363 023 T3

gctattcctg
gcactteccge
ctcctcagag
actcctgggg
cteccecggacce
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatgge
gaaaaccatc
atcccgggat
tcccagegac
cacgcctcce
caagagcagg

caaccactac

atggcggcecyg
tggggcaagc

cccaaatctt

ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagcca
gagctgacca
atcgccgtgg
gtgctggact
tggcagcagg

acgcagaaga

31

cccaaagtat
cggtgggatc
gtgacaaaac
tcttectctt
catgcgtggt
acggcgtgga
accgggtggt
agtgcaaggt
aagggcagcce
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggc tc
ggaacgtctt

gccteteccct

acaggcccag
cggtggaggce
tcacacgtgc
ccccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtecte
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttcttcecte
ctcatgctcc

gtctccgggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

843



Met

Ile

Lys

Ser

Ala

65

Pro

Val

val

Gln

Gln

145

Ala

Pro

Thr

Ser

225

Ala

Gln

Pro

Glu

50

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

130

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

210

Lys

Txrp

Ala

val

35

Pxo

Glu

AsSp

Asp

Gly

1315

Asn

Txp

Pxo

Glu

Asn

195

Ile

Thr

val

Gln

20

Gly

Lys

Leu

Thr

val

100

val

Ser

Leu

Ala

Pro

180

Gln

Ala

Thr

Trp

Ile

Ser

Ser

Leu

Leu

85

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

165

Gln

Val

Val

Pro

Thr

Gln

Gly

Cys

Gly

70

Met

His

val

Tyr

Gly

150

Ile

Val

Ser

Glu

Pro
230

Leu

Ser

Gly

Asp

55

Gly

Ile

Glu

His

Arg

135

Lys

Glu

Leu

Trp
215

Val

ES 2363 023 T3

Leu

Tyr

Gly

40

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

120

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

200

Glu

Leu

Phe

Ser

25

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

105

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu
185

Cys

Ser

Asp

Leu

10

Met

Gly

His

val

Thr

20

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

170

Pro

Leu

Asn

Ser

32

Met

Glu

Thr

Thr

Phe

75

Pro

Val

Thr

Val

Cys

155

Ser

Pro

val

Gly

ASp
235

Ala

His

Leu

Cys

60

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

140

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

220

Gly

Ala

Phe

val

45

Pro

Phe

val

Phe

Pro

125

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

205

Pro

Ser

Ala

Arg

30

Thr

Pro

Pro

Thx

Asn

110

Arg

Val

Ser

Lys

Asp

190

Phe

Glu

Phe

Gln
5

Trp

Val

Cys

Pro

Cys

55

Trp

Glu

ILeu

Asn

Gly

175

Glu

Tyr

Asn

Phe

Ser

Gly

Ser

Pro

Lys

80

val

Tyxr

Glu

Lys

160

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu
240



10

Tyr Ser Lys

Phe Ser Cys

Lys Ser Leu

Leu Thr
245

260

Ser Leu

275

<210> 63
<211>11978
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Vector de expresion

<400> 63

gttgacattg
gcccatatat
ccaacgacce
ggactttcca
atcaagtgta
cctggecatta
tattagtcat
agcggtttga
tttggcacca
aaatgggcgg
gtcagatcgc
gatccagcct
acgtaagtac
ctgtttttgg
ttagcctata
ttccattact
atacactgte
attatttaca

cataacgtgg

gtagcggegg

attattgact
ggagttccgc
ccgeccattg
ttgacgtcaa
tcatatgcca
tgcccagtac
cgctattacc
ctcacgggga
aaatcaacgg
taggcgtgta
ctggagacgc
cecgeggecgg

cgcctataga

cttggggtcet

ggtgtgggtt

aatccataac
cttcagagac
aattcacata
gatctccacg

agcttctaca

ES 2363 023 T3

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val

250

265

Ser Pro Gly Lys

280

agttattaat
gttacataac
acgtcaataa
tgggtggagt
agtccgcecccece
atgaccttac
atggtgatgc
tttccaagtc
gactttccaa
cggtgggagg
cateccacget
gaacggtgca
gtctataggce
atacacccce
attgaccatt
atggctcttt
tgacacggac
tacaacacca
cgaatctcgg

tccgageccet

agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
ctattgacgt
gggactttecc
ggttttggca
tccaccccat
aatgtecgtaa
tctatataag
gttttgacct
ttggaacgeg
ccacctectt
gecttecctcecat
attgaccact
gccacaactce
tctgtatttt
ccgtecccag
gtacgtgttc

gctccecatge

33

tacggggtca
tggcecegect
tcccatagta
aactgcccac
caatgacggt
tacttggcag
gtacaccaat
tgacgtcaat
taaccccgcece
cagagctcgt
ccatagaaga
gattcececegt
ggcttcttat
gttataggtg
ccectattgg
tctttattgg
tacaggatgg
tgcccgcage
cggacatggg

ctccagcgac

255

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thir Gln

270

ttagttcata
ggctgaccge
acgccaatag
ttggcagtac
aaatggccecg
tacatctacg
gggcgtggat
gggagtttgt
ccgttgacge
ttagtgaacc
caccgggace
gccaagagtg
gcatgctata
atggtatagc
tgacgatact
ctatatgcca
ggtctcattt
ttttattaaa
ctcttcteecg

tcatggtegce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200



tcggeagcetce
ccaccagtgt
agcgggettg
gcagctgagt
cggtggaggg
atagctgaca
agatctgtct
gctattcctg
gcacttcege
ctcctcagag
actcctgggag
ctcceggace
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatggce
gaaaaccatc
atcccgggat
tcccagcgac
cacgecctecce
caagagcagyg
caaccactac
agatccagac
aaaaaaatgc
ctgcaataaa
ggtgtgggag
teceggetgece
gagacggtca
gcgggtgttg
gcceeggacy
gtaatccctt

gggggggacc

gcacatttgc

cttgcteccta
gccgcacaag
caccgctgac
tgttgtgttce
cagttgtagtc
gactaacaga
agaagctggg
atggcggccg
tggggcaagce
cccaaatctt
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagcca
gagctgacca
atcgccgtgg
gtgctggact
tggcagcagg
acgcagaaga
atgataagat
tttatttgtg
caagttaaca
gttttttaaa
tegogegttet
cagcttgtet
gcgggtgteg
aactaaacct
cagttggttg
aaacacaaag

caacactgag

ES 2363 023 T3

acagtggagg
gccgtggegg
gcatttggaa
tgataagagt
tgagcagtac
ctgttececttt
taccagctgce
cccaaagtat
cggtgggatc
gtgacaaaac
tcttectett
catgcgtggt
acggcgtgga
accgggtggt
agtgcaaggt
aagggcagcce
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggcte
ggaacgtctt
gcctcteect
acattgatga
aaatttgtga
acaacaattg
gcaagtaaaa
cggtgatgac
gtaagcggat
gggcgcagcec
gactacgaca
gtacaacttg
gggttctctg

tggctttcat

ccagacttag
tagggtatgt
gacttaaggc
cagaggtaac
tcgttgctgc
ccatgggtct
tagcgeccacc
acaggcccag
cggtggaggc
tcacacgtgc
cceccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtecte
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttctteecte
ctecatgectece
gtctcegggt
gtttggacaa
tgctattgcet
cattcatttt
cctctacaaa
ggtgaaaacc
geegggagea
atgaggtcga
tctetgeecece
ccaactgggc
actgtagttg

cctggagcag

34

gcacagcacg
gtctgaaaat
agcggcagaa
tccegttgeg
cgcgcgegcec
tttctgecagt
atggcttggg
atccagtect
tccggtacct
ccaccgtgce
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtcectge
gccctecccag
caggtgtaca
tgecctggtca
ccggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatg
aaatgagggc
accacaacta
ttatttgtaa
atgtttcagg
tgtggtatgg
tctgacacat
gacaagcccg
ctctagagga
ttcttegegg
cctgttceccac
acatccttat

actttgecagt

attgcccacca
gagctcgggg
g=agatgcag
gtgctgttaa
accagacata
caccgtecett
tgtggacctt
actccatgga
tagtcaccgt
cagcacctga
ccctcatgat
accctgaggt
agccgcggga
accaggactg
cceccatega
ccctgcececce
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga
aggctectgea
ccgtttaaac
gaatgcagtg
ccattataag
ttcaggggga
ctgattatga
gcagcteceeg
t caggcgtceca
t cgatgcecce
ggcagtgcat
atgtgacacg
aaatggatgt

ctgtggactg

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



caacacaaca
acatgtacct
ggcctgtgta
gcccecttgt
agactaaccc
ggttagtaaa
tatttacatg
gctgaagatc
cttecgtttag
cgaaaacaag
gcattgtgcet
aggaatgaaa
aaagactgga
aatatgatac
ttgttacact
ctggttgtct
caaagacaag
acacgccgcce
cceccgectaac
atacctgcat
caaattacac
aggtcgctga
tggatagcat
tgggtagcat
tgggtagcat
tgggtagtat
agggtagtat
tagcatatgce
tagcataggce
tagtatatgc

tagcatatgc

ttgcocctttat
cccaggggcec
gctaccgata
taaccctaaa
taattcaata
agggtcctaa
gggt caggat
aaggagcggyg
ctaatagaat
gttt caggtg
atgacaccaa
cattctgaat
tgtccatcte
tggggttatt
ctatttgtaa
ctaacacccc
tggccactct
ctgoggtttt
cactgcggte
aagt aggtgg
acacttgcgc
gagcacggtg
atgctatcect
atgctatcct
aggctatecct
atgctatcct
atgctatcct
tatcctaatc
tatcctaatce
tatcctaatt

tatcctaate
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gtgtaactct
caggaagact
agcggaccct
cgggtagcat
gcatatgtta
ggaacagcga
tccacgagag
cagtgaactc
aactgctgag
acgcccccag
tataacccte
atctttaaca
acacgaattt
aagatgtgtc
caaggggaaa
cgaaaattaa
tttttttgaa
ggactgtaaa
aaaccacttg
gcgggccaag
ctgagcgcca
ggctaatgtt
aatctatatc
aatctatatc
aatctatatc
aatctgtatc
aatttatatc
tatatctggg
tatatctggg
tatatctggg

tatatctggg

tggctgaagc
acgggaggct
caagagggca
atgcttcccg
cccaacggga
tatctcccac
tagtgaacca
tcctgaatct
ttgtgaacag
aataaaattt
acaaacccct
atagaaatcc
atggctatgg
ccaggcaggg
gagagtggac
acggggctcc
attgtggagt
ataagggtgt
cccacaaaac
ataggggcgc
agcacaggagt
gccatgggta
tgggtagcat
tgggtagtat
tgggtagcat
cgggtagcat
tgggtagcat
tagcatatgce
tagcatatgc
tagcataggc

tagtatatge

35

tcttacacca
acaccaacgt
ttagcaatag
ggtagtagta
agcatatgct
cccatgagct
ttttagtcac
tcgectgett
taaggtgtat
ggacgggggyg
tgggcaataa
atggggtggg
gcaacacata
accaagacag
gccgacagcea
acgccaatgg
gggggcacgce
aataacttgg
cactaatggc
gattgctgceg
tgttggtcct
gcatatacta
aggctatccect
atgctatecct
atgctatcct
atgctatcct
atactaccca
tatcctaatc
tatcctaatce
tatcctaatc

tatcctaatc

atgctggggg
caatcagagg
tgtttataag
tatactatcc
at cgaattag
gt cacggttt
aagggcagtg
ct tcattcte
gt gaggtgct
tt cagtggtg
at actagtgt
ga caagccgt
atcctagtgc
gtgaaccatg
goggacteca
ggcccataaa
gtcagcccce
cttgattgtaa
accccgggga
attctggagga
catattcacg
cccaaatatc
aatctatatc
aaatttatatc
aatctatatc
aaatagagatt
aaatatctgga
tatatectggg
tatatctggg

tatatctggg

tgtateccggg

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3500

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980



tagcatatgc
gtgctatcect
ttttcctgct
catgtctgat
gcgcggaget
aaaatggtga
gatttattct
caagttacat
atctecgtca
atctactcca
tgtcataaca
aaagaccatg
aggggccatt
ggcagttcct
ggcgacccaa
taaaccttct
caaaccaccc
gggccttcte
tcaccatctg
aaaaatggcc
ctactgggac
cgacttccce
ccecggecte
cctecectgete
cctgetectg
ccteoctgeee
gccectectg
cctgecececte
cctcectgece
cctectgete
gctectgeee

gcecccteetg

tatcctcatg
ttgcatatge
ggttgctcecce
tgctcaccag
gagtgacgtg
caagacagat
ttagtgcggg
caétcctgcc
tecacecetecg
tcgtcaaage
aggtccttaa
aaataacaga
ccaaagggga
cgcecttaggt
gttecttegt
gcaatgttct
tccttttttg
ctgggtcate
ggccaccttc
ttctacctgg
tectgggect
ccctggcetet
cactacctce
ctgcecectece
ccecteetge
ctcctectge
ctecectgeceo
ctgctectge
ctcctectge
ctgccecetce
ctcctgececcee

ccecctectec
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catatacagt
cgccacctee
attcttaggt
gtaaatgtecg
écaacatggg
ggccagaaat
ggaatacacg
cttecctcacce
cggcageecce
tgcacacagt
tcgcatcectt
caatggactc
gacgactcaa
tgtaaaggga
cggtagtcct
caaatttcgag
cgccectgect
tgcggggccec
ttggtggtat
agggggcctg
cttttctcca
ttcacgtecet
tcgacccegyg
tgctectgee
ccctectget
tecctgecect
tectgcecct
ccctectget
tecectgecect
tcetgcetecet
tecctectget

tgctectgec

cagcatatga
caagggggceg
gaatttaagg
ctaatgtttt
tatgcccaat
acaccaacag
gcttttaata
ctcatctcca
ttecaccata
caccctgata
caaaacctca
ccttagcggg
tggtgtaaga
ggtcttacta
ttctacgtga
gttggaacct
ccatcaccct
tgctctatceg
tcaaaataat
cgcggtggag
cgtccacgac
ctaccccggce
cctecactge
ccteccteoctg
cctgececte
cctgececte
cctgectectg
cctgcccecte
cctgetectg
gccectcectg
cctgececectce

cctcectgceccee

36

tacccagtag
tgaattttcg
aggccaggct
ccaacgcgag
tgccececatgt
cacgcatgat
cgattgaggg
tcacctcett
ggtggaaacc
ttgcaggtag
gcaaatatat
ccaggttgtg
cgacattgtg
cctccatata
ctecctageeca
ccttgaccac
gaccecgggyg
ctcccggggag
cggcttecce
acccggatga
ctctcceecct
ggcctececact
ctectegacce
ctcctgececee
ctgcecectee
ctcctgetec
ceccctectge
ctgectectge
cccectectge
cccetecectge
ctectgetee

ctecctectge

tagagtggga
ctgcttgtcece
aaagccgtcg
aaggtgttga
tgggaggacg
gtctactgagg
cgtctcctaa
catctececgtc
agggaggcaa
gagcgggcett
gagtttgtaa
ggccgggtcec
gaatagcaag
cgaacacacc
ggagagctct
gatgctttte
teccagtgctt
cacgtcaggce
tacagggtgg
tgatgactga
ggctctttca
acctcctcga
ccggecteca
tectgecect
tgctecctgee
tgccecectect
ccctectget
ccctecctgeco
ccctectgece
ccctectect
tgeccctect

tcctgcecect

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900



cctectgectce
gctcectgece
cctgctectg

tgggtcectt
tgtcttggce

cctctteeccce

gagccttctg
ggccecctegt
gctcagtgaa
cecttecatgyg
ctegtectca
tgcgtectga

ggatggggat

tggggcaacg
gtcaaacatg
aatgtcatga
ggaaccccta
taaccctgat

cgtgtecgecce

acgctggtga
ctggatctca
atgagcactt
gagcaactcg
acagaaaagc
atgagtgata
accgcttttt
ctgaatgaag
acgttgegeca
gactggatgg
tggtttattg

ctggggccag

ctgcecectece
ctcectgececce
ccectectge

tgcagccaat

‘ctgatcctga

gtcectegtec
gtccagatgt
cagacatgat
tacagggagt
tcgectgtecag
tcaccaatta
gcctcaagec
tctecgggacc
gaagaaaagc
agaattcttg
taataatggt
tttgtttatt
aaatgcttca
ttattcectt
aagtaaaaga
acagcggtaa
ttaaagttct
gtcgeccgecat
atcttacgga
acactgcgge
tgcacaacat
ccataccaaa
aactattaac
aggcggataa
ctgataaatc

atggtaagce
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tgccecteet
tcctgecececet
tcctgececcet
gcaacttgga
gccgcecggg
atggttatca
gtctcectte
tcacactaaa
gcagactcct
acagatccag
ctcgecagccc
aggcctcaaa
cctectcecttc
tgggtgcggce
aagacgaaag
ttcttagacg
tttctaaata
ataatattga
ttttgcggceca

tgetgaagat

gatccttgag

gctatgtggc
acactattct
tggcatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagecgt
tggcgaacta
agttgcagga
tggageccggt

ctccecgtatce

gceectecte
cctgccccte
cccgctectg
cgtttttggg
gctcectggtce
cccectette
tctecctagge
agagatcaat
gcececceteca
gtctgaaaat
ggaaaactcc
ttecctegteco
ctcttcaagg
ctgtgaggat
ggcctegtga
tcaggtggca
catﬁcaaata
aaaaggaagda
ttttgectte
cagttgggtg
agttttcgce
gcggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactcgce
gacaccacga
cttactctag
ccacttctge
gagecgtgagt

gtagttatct

37

ctgctectge
ctcctgcectee
ctcctgeteo
gtctecggac
ttcecgectee
tttgaggtece
catttccagg
agacatcttt
acagccccce
tccecatect
cgctgaacat
ccectttttge
tcaccagaca
cagcttatcg
tacgcctatt
cttttcgggg
tgtatccget
gtatgagtat
ctgtttttgc
cacgagtggg
ccgaagaacg
cccgtgttga
tggttgagta
tatgcagtgce
teggaggacce
ttgatcgttg
tgcctgcagc
cttececggeca
gctecggeceto
ctcgeggtate

acacgacgggy

cceteetect
tgccectect
tgttccaccg
accatctcta
tegtectegt
actgcecgeceg
tcectgtacct
attagacgac
caccctecate
ccgaaccatce
cctcaagatt
tggacggtag
gagatgctac
atgataagct
tttataggtt
aaatgtgcgc
catgagacaa
tcaacatttc
tcacccagaa
ttacatcgaa
ttttccaatg
cgccgggeaa
ctcaccagtc
tgccataace
gaaggagcta
QQEECCQQaQ
aatggcaaca
acaattaata
teecggetgge
cattgcagca

gagtcaggca

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

B340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760



actatggatg
taactgtcag
tttaaaagga
gagttttcgt
ccttttttte
gtttgtttge
gcgcagatac
tctgtagecac
ggcgataagt
cggtcgggct
gaactgagat
gcggacaggt
gggggaaacg
cgatttttgt
tttttacggt
tgcctggaca
ataatgggga
tecggeccega
gccaagggtt
gagtggtgaa
tttgctggeg
aacccecgccc
cggtccgagg
ctgcagcgac
atgaaaaagc
agcgtctccg
gtaggagggce
cgttatgttt
ggggaattca
caagacctgc
gcgatcgetg

atcggtcaat

aacgaaatag
accaagttta
tctaggtgaé
tccactgagce
tgcgcgtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacgggggg
acctacagecg
atccggtaag
cctggtatct
gatgctegte
tcectggeett
gcatggcctg
aggccatceca
gatgcgecge
ggtttgegea
tececgttageg
gtgtececeegg
agcgtcttgt
tcecacttecge
ccgcettaaca
ctgaactcac
acctgatgca
gtggatatgt
atcggcactt
gcgagagect
ctgaaaccga
cggccgatct

acactacatg
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acagatcgct
ctcatatata
gatccttttt
gtcagacccc
ctgctgcttg
gctaccaact
ccttctagtg
cctegetectg
cgggttggac
ttcgtgcaca
tgagctatga
cggcagggtc
ttatagtcct
aggggggcgg
ttgctggect
caacgcgggc
gcctegegte
gtgcggctge
ttcacagttc
aggtgeecgee
aagaaatata
cattggcgaa
atattaaggt
gcgtecaacag
cgcgacgtct
gctctcagag
cctgecgggta
tgcateggcce
gacctattgc
actgcceget
tagccagacg

gegtgattte

gagataggtg
ctttagattg
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
cttttteccga
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccagcet
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtcgggtttc
agcctatgga
tgaagctgtc
atcecgatgce
gcgaacgcca
tggagatggc
tcecgcaagaa
ctgcttcatc
tttgcatgtc
ttcgaacacg
gacgcgtgtg
cgtgcegcag
gtcgagaagt
ggcgaagaat
aatagctgcg
gcgcectcecccga
atctcccgee
gttctgcage
agcgggttcg

atatgcgecga

38

cctcactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgcﬁt
aggtaactgg
taggccacca
taccagtgge
agttaccgga
tggagcgaac
cgcttccecga
agegcacgayg
gccacctcttg
aaaacgccag
cctgatggtc
cgccggaagc
gcaagacgta
ggacgcgatg
ttgattggct
ccegtggeecce
tttagttcta
cagatgcagt
gcctegaaca
atcceggggg
ttctgatcga
ctegtgettt
ccgatggt tt
ttcecggaagt
gtgcacaggg
cggtecgcgga
gcececattegg

ttgctgat cc

taagcattgg
tcatttttaa
cccttaacgt
ttcttgagat
accagcggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgccagt
taaggcgcag
gacctacacc
agggagaaag
ggagcttececa
acttgagecgt
caacgcggcce
gtcatctace
gagaagaatc
gcccagegeg
gatatgttct
ccaattecttg
gttgctegeg
tgatgacaca
cggggcggcy
ccgagecgacce
gcaatgagat
aaagttcgac
cagcttcgat
ctacaaagat
gcttgacatt
tgtcacgttg
ggccatggat
accgcaagga

ccatgtgtat

8820

8880

8540

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

8600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680
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cactggcaaa ctgtgatgga cgacaccgtc agtgcgteccg tcgegecaggcec tctegatgag 10740
ctgatgcttt gggccgagga ctgccccgaa gtccggcacc tcgtgcacgc ggatttcecggc 10800
tccaacaatg tcctgacgga caatggccgc ataacagcgg tcattgactg gagcgaggecg 10860
atgttcgggg attcccaata cgaggtcgec aacatettct tcectggaggcec gtggttgget 10920
tgtatggagc agcagacgcg ctacttcgag cggaggcecatc cggagcttgc aggatcgeeg 10980
cggctccggg cgtatatget ccgecattggt cttgaccaac tctatcagag cttggttgac 11040
ggcaatttcg atgatgcagc ttgggcgcag ggtcgatgcg acgcaatecgt ccgatcegga 11100
gcegggactg tcgggcecgtac acaaatcgcce cgcagaageg cggecgbotg gaccgatgge 11160
tgtgtagaag tactcgccga tagtggaaac cgacgcccca gcactcgtcecc ggatcgggag 11220
atgggggagg ctaactgaaa cacggaagga gacaataccg gaaggaaccc gcgctatgac 11280
ggcaataazaa agacagaata aaacgcacgg gtgttgggtc gtttgtttcat aaacgcgggg 11340
ttcggtccca gggctggcac tctgtcgata ccccaccgag accccattgg ggccaatacg 11400
cccgegbtte ttecttttece ccaccccace ccccaagttc gggtgaaggc ccagggcteg 11460
cagccaacgt cggggcggca ggccctgcca tagccactgg cccecgtgggt tagggacggg 11520
gtcccccatg gggaatggtt tatggttegt gggggttatt attttgggcg ttgegtgggg 11580
tcaggtccac gactggactg agcagacaga cccatggttt ttggatggcec tgggcatgga 11640
ccgecatgtac tggcgcgaca cgaacaccgg gcgtcectgtgg ctgccaaaca cccccgacce 11700
ccaaaaacca ccgcgcggat ttctggcgtg ccaagctagt cgaccaattc tcatgtttga 11760
cagcttatca tcgcagatce gggcaacgtt gttgccattyg ctgcaggcecgc agaactggta 11820
ggtatggaag atctatacat tgaatcaata ttggcaatta gccatattag tcattggtta 11880
tatagcataa atcaatattg gctattggcc attgcatacg ttgtatctat atcataatat 11940
gtacatttat attggctcat gtccaatatg accgecat 11978
<210> 64
<211> 696
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 64

39



gaaccgaaaa
ggcggcccga
accccggaag
aactggtatg
tataacagca

gdcaaagaat

attagcaaag
gatgaactga
gatattgcgg
ccggtgctgg
cgctggcagc

tatacccaga

<210> 65
<211> 232

<212> PRT

gctgcgataa
gcgtgtttct
tgacctgegt
tggatggcgt
cctatecgegt

ataaatgcaa

cgaaaggcca
ccaaaaacca
tggaatggga
atagcgatgg
agggcaacgt

aaagcctgag

<213> Homo sapiens

<400> 65
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aacccatacc
gtttccgeeg
ggtggtggat
ggaagtgcat
ggtgagegtg

agtgagcaac

gccgcgcgaa
ggtgagcctg
aagcaacggc
cagctttttt
gtttagctgce

cctgagecceg

tgccecgeegt
aaaccgaaag
gtgagccatg
aacgcgaaaa
ctgaccgtgce

aaagcgctge

ccgcaggtgt
acctgectgg
cagccggaaa
ctgtatagca
agcgtgatgc

ggcaaa

40

gccecggegece
ataccctgat
aagatccgga
ccaaaccgcg
tgcatcagga

cggcgccgat

ataccctgcc
tgaaaggctt
acaactataa
aactgaccgt

atgaagcgct

ggaactgctg
gattagccgce
agtgaaattt
cgaagaacag
ttggctgaac

tgaaaaaacc

gccgagccgce
ttateccgagce
aaccaccccg
ggataaaagc

gcataaccat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

696



Glu

Pro

Lys

val

Asp

€5

Asp

Leu

Lys
145

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
225

Pro

Glu

Asp

Asp

50

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

130

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

210

Leu

<210> 66

<211> 45

Lys

Ser

Leu Leu

20

Thr Leu

35

Val

Val

Ser

Ser

Glu

Thr

Leu Asn
100

Ala Pro

115

Pro

Gln

Gln vVal

Ala val

Thr

Leu

195

Ser

Ser

Pro Pro

180

Thr Vval

Vval Met

Leu Ser

Cys

Gly

Met

His

Val

Tyx

85

Gly

Ile

val

Ser

Glu
165

Asp

Gly

Ile

Glu

His

70

Arg

Lys

Glu

Leu
150

Trp

Val Leu

Asp Lys

His Glu

Lys

Pro

Ser

Asp

55

Asn

val

Glu

Lys

Thr

135

Thr

Glu

Asp

Ser
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Thr

Ser

Arg

40

Pro

Ala

val

Tyx

Thr

120

Leu

Cys

Ser

Val

25

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

105

Ile

Pro

Leu

Asn

185

200

215

Pro Gly

230

Ala

Lys

Thr

10

Phe

Pro

Val

Thr

val

90

Cys

Ser

Pro

val

Gly
170

41

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

75

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

155

Gln

Pro Pro

Phe Pro

Val Thx
45

Phe 2sm
60

Pro Arg

Thr val

Val Sex

Ala Lys

125

Arg Asp
140

Gly Phe

Pro GlLu

Cys

Pro
30

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

110

Gly

Glu

Tyr

Asn

190

205

220

Pro

15

Lys

Val

Tyr

Glu

His

95

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn
175

Ala

Pro

Vval

vVal

Gln

80

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

160

Tyr

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 66

atgattagcc gcacccecgac cgtgetgeat cagecataacc attat 45

<210> 67

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 67

Met Ile Ser Arg Thr Pro Thr Val Leu His Gln His Asn His Tyr
1 5 10 15

<210> 68

<211> 57

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 68

atggcttggg tgtggacctt getattectg atggeggeceg cccaaagtat acaggece 57
<210> 69

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 69

Met Ala Trp Val Trp Thr Leu Leu Phe Leu Met Ala Ala Ala Gln Ser
1 5 10 15

Ile Gln Ala

<210> 70

<211> 951

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 70

42



atggctgtgce
atcceccage
tctgacgggc
gccaccateg
gccttgtegg
ctggaggcceg
gacgtgatca
gaccgctaca
gcgcggegag
gcctactacg
gtgctcatgg
atcgcccggce
gtcaccctca
ctcacactca
aacctctttce

cacagccagg

<210>71
<211> 317

<212> PRT

agggatccca
tggggctgge
tcttcctcag
ccaagaaccg
acctgctggt
gtgcactggt
cctgcagcectce
tctccatctt
cegttgegge
accacgtggce
cegtgctgta
tccacaagag
ccatcctget
tcgtcectctg
tcgcectcat

agctccgecag

<213> Homo sapiens

<400> 71

Met Ala
1

Thr Pro

Ala Arg
35

Gly Leu
50

Lys Asn
65

vVal

Thr

Cys

Val

Arg

Gln Gly

Ala
20

Ile

Glu

Leu

Leu

Ser

Asn Leu

Ser

Pro

Val

val

His
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gagaagactt
tgccaaccag
cctggggctg
gaacctgcac
gagcgggagce
ggcececgggcet
catgctgtcc
ctacgcactg
catctgggtg
cgtcctgetg
cgtccacatg
gcagcgcccg
gggcattttc
cccecgagcac
catctgcaat

gacgctcaag

Gln Arg

Gln

Leu

Ile
40

Ser

Glu
55

Asn

Ser Pro

70

ctgggctcce
acaggagccc
gtgagcttgg
tcacccatgt
aacgtgctgg
gcggtgctge
agcctctgcet
cgctaccaca
geccagtgteg
tgcctcgtgg
ctggcceggg
gtccaccagg
ttcctetget
cccacgtgceg
gccatcatceg

gaggtgctga

Arg Leu Leu

10

Gly Leu Ala

25

Ser Asp Gly

Ala Leu

Val

Met Tyr Cys

75

43

tcaactccac
ggtgcctgga
tggagaacgc
actgcttcat
agacggccgt
agcagctgga
tcecttgggege
gcaccgtgac
tcttcagecac
tcttectteet
cctgccagea
gctttggect
ggggcccecctt
gctgcecatctt
accccctecat

cgtgctcctg

Gly Ser

Ala

Asn

Phe
45

Leu

val Ala

60

Phe 1Ile

Leu

Gln

30

Leu

Thr

Cys

ccccacagcec
ggtgtccatc
gctggtggtg
ctgctgcctg
catcctcctg
caatgtcatt
catcgecegtg
cctgccecgegg
gctecttecatc
ggctatgctg
cgcccagggc
taaaggcgct
cttecctgeat
caagaacttc

ctacgecctte

g

Asn Ser

15

Thr Gly

Ser Leu
Ile

Ala

Leu
80

Cys

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

951



Ala

Val

Leu

Leu

Ser

145

Ala

Thr

val

His

His

225

val

Phe

Cys

Cys

Leu
305

Leu

Ile

Gln

Ser

130

Ile

Arg

Leu

val

Met

210

Lys

Thr

Phe

Gly

Asn

290

Arg

<210> 72

<211> 891

Ser

Leu

Gln

115

Ser

Phe

Arg

Phe

Phe

195

Leu

Arg

Leu

Leu

Cys

275

Ala

Arg

Asp

Leu

100

Leu

Leu

Tyr

Ala

Ile

180

Phe

Ala

Gln

Thr

His

260

Ile

Ile

Thr

Leu

85

Leu

Asp

Cys

Ala

val

165

Ala

Leu

Arg

Arg

Ile

245

Leu

Phe

Ile

Leu

Leu

Glu

Asn

Phe

Leu

150

Ala

Ala

Ala

Pro

230

Leu

Thr

Lys

Asp

Lys
310

Val

Ala

Val

Leu

135

Arg

Ala

Tyr

Met

Cys

215

val

Leu

Leu

Asn

Pro

295

Glu
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Ser

Gly

Ile

120

Gly

Tyr

Ile

Asp

Leu

200

Gln

His

Gly

Ile

Phe

280

Leu

Val

Gly

Ala

105

Asp

Ala

His

Txrp

His

185

val

His

Gln

Tle

val

265

Asn

Tle

L:ieu

Ser

S0

Leu

val

Ile

Ser

val

170

val

Leu

Ala

Gly

Phe

250

Leu

Leu

Thr

44

Asn

val

Ile

Ala

Thr

155

Ala

Ala

Met

Gln

Phe

235

Phe

Phe

Ala

Cys
315

val

Ala

Thr

Val

140

Val

Ser

val

Ala

Gly

220

Gly

Leu

Pro

Leu

Phe

300

Ser

Leu

Arg

Cys

125

Thr

Val

Leu

val

205

Ile

Leu

Cys

Glu

Ala

285

His

Trp

Glu

Ala

110

Ser

Arg

Leu

val

Leu

150

Leu

Ala

Lys

Trp

His

270

Leu

Ser

Thr

95

Ala

Ser

Tyr

Pro

Phe

175

Cys

Arg

Gly

Gly

255

Pro

Ile

Gln

Ala

Val

Met

Ile

Arg

160

Ser

Leu

Vval

Leu

Ala

240

Pro

Thr

Ile

Glu



10

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 72

atgaagcaca
tgtcctegtg
gagaatctga
tttttcatct
aatatcctga
acagccgatg
ctgtctgtga
atcgtgacca
actggcatca
ctgtteeccge
cgatcccaca
ctgaccatcc
ttgatgacat
aacggcatgt

ccagagctca

<210> 73
<211> 297

<212> PRT

ttatcaactc
tggttttgcc
tegtectget
gtagcttggce
tcatattgag
acatcatcga
ttgctgcgga
tgcgecgeac
ccatggtgat
tgatgctggt
ccaggaagat
tgctcggggt
tctgcccaag
tgatcatgtg

gggacgcatt

<213> Homo sapiens

<400> 73

ES 2363 023 T3

gtatgaaaac
ggaggagata
ggctgtgttc
catatctgat
aaacatgggc
ctecectgttte
ccgctacatc
tgtggtggtg
cttctceccat
cttecatectyg
ctccaccctce
cttcatcttc
taacccctac
caatgccgtc

caaaaagatg

atcaacaaca
tttttcacaa
aagaataaga
atgctgggea
tatctcaagce
gtecctectcecece
accatcttcc
cttacggtca
catgtgccca
tgcctctatg
cccagagceca
tgctgggcececce
tgcgeccectgct
attgacccct

atcttctgea

45

cagcaagaaa
tttcecattgt
atctccaggc
gcctatataa
cacgtggcag
tgcttggctce
acgcactgcg
tctggacgtt
cagtgatcac
tgcacatgtt
acatgaaagg
cctttgtgcet
acatgtctcet
tcatatatge

gcaggtactg

taattccgac
tggagttttg
accéatgtac
gatcttggaa
ttttgaaacc
catcttcagc
gtaccacagce
ctgcacgggg
cttcacgteg
cctgectgget
ggccatcaca
tcatgtcctc
cttccaggtg

ctteecggage

g

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

891



Met

Asn

Thr

Val

Ser
65

Lys

Asn

Ile

Phe

50

Leu

His

Ser

Ser

35

Lys

Ala

Ile Ile
)

Asp Cys

20

Ile Val

Asn Lys

Ile Ser

ES 2363 023 T3

Asn Ser Tyr

Pro Arg Val

Gly Vval Leu
40

Asn Leu Gln
55

Asp Met Leu
70

Glu

Val

25

Glu

Ala

Gly

Asn

10

Leu

Asn

Pro

Ser

46

Ile

Pro

Leu

Met

Leu
75

Asn

Glu

Ile

Tyr
60

Tyr

Asn

Glu

Val

45

Phe

Lys

Thr

Ile

30

Leu

Phe

Ile

Ala

15

Phe

Leu

Ile

Leu

Arg

Phe

Ala

Cys

Glu
80



Asn

Ser

Ser

Arg

145

Thr

Thr

Tyr

Thr

Leu

225

Leu

Leu

Pro

Lys

Ile

Phe

Leu

Ile

130

Arg

Gly

Phe

Val

Leu

210

Gly

Met

Phe

Phe

Met
290

<210> 74

<211> 1080

<212> ADN

Leu

Glu

Leu

115

Thr

Thr

Ile

Thx

His

195

Pro

Val

Thr

Gln

Ile

275

Ile

Ile

Thr

100

Gly

Ile

Val

Thr

Ser

180

Met

Arg

Phe

Phe

val
260

Tyr

Phe

<213> Homo sapiens

Ile

85

Thr

Ser

Phe

vVal

Met

165

Leu

Phe

Ala

Ile

Cys

245

Asn

Ala

Cys

Leu

Ala

Ile

His

val

150

val

Phe

Leu

Asn

Phe

230

Pro

Gly

Phe

Ser

Arg

Asp

Phe

Ala

135

Leu

Ile

Pro

Leu

Met

215

Cys

Ser

Met

Arg

Arg
295

ES 2363 023 T3

Asn

Asp

Ser

120

Leu

Thr

Phe

Leu

Ala

200

Lys

Trp

Asn

Leu

Ser
280

Met

TIle

105

L:eu

Arg

Val

Ser

Met

185

Axrg

Gly

Pro
Ile

265

Pro

Trp

Gly

20

Ile

Ser

Tyr

Ile

His

170

Leu

Ser

Ala

Pro

Tyr
250

Met

Glu

a7

Tyr

Asp

vVal

His

Trp

155

His

Val

His

Ile

Phe
235

Cys

Cys

Leu

Leu

Ser

Ile

Ser

140

Thr

val

Phe

Thr

Thr

220

vVal

Ala

Asn

Arg

Lys

Leu

Ala

125

Ile

Phe

Pro

Ile

Axrg

205

Leu

Leu

Cys

Ala

Asp
285

Pro

Phe

110

Ala

val

Cys

Thr

Leu

190

Lys

Thr

His

Tyr

Vval

270

Ala

Arg

95

Val

Asp

Thr

Thr

Val

175

Cys

Ile

Ile

val

Met

255

Ile

Phe

Gly

Leu

Arg

Met

Gly

160

Ile

Leu

Ser

Leun

Leu

240

Ser

Asp

Lys



<400> 74

atgagcatcc aaaagacgta tctggaggga gattttgtet ttcctgtgag cagcagcage

ttcctacgga
tcgtgctgece
cctttctteca
gttttcetgt
gtcaggaacg
gacatgctgg
gactacctga
atctgcatct
gtcaccatct
ttgatcgtgg
gagagcaaaa
ggcaccctct
ctgccacctg
atcaccattc
ctcatcatca
tacctggtce

ctggaattgc

<210> 75
<211> 360

<212> PRT

ccctgectgga
tgccctetgt
gcaaccagag
ctctgggcecat
gcaacctgca
taagtgtgtc
ccttcgagga
ccctggtggce
tttacgcgcect
ccatectgggt
tggtcattgt
acgtgcacat
ccgacggggt
teectgggegt
cctgcccecac
tcatcatgtg

gcaacacctt

<213> Homo sapiens

<400> 75

ES 2363 023 T3

gccccagctce
tcagccaaca
cagcagcgcce
cgtcagtctg
ctcccecgatg
caatgccctg
ccagtttatc
ctcecatcttgc
cecgctaccac
ctgctgecggce
gtgcctcatc
gttcctecttt
ggccccacag
gttcatcttc
caacccctac
caactccgtce

tagggagatt

ggatcagccc
ctgcctaatg
ttctgtgagce
ctggaaaaca
tacttctttc
gagaccatca
cagcacatgg
aacctcctgg
agcatcatga
gtctgtggeg
accatgttct
gcgcggetge
caacactcat
tgctgggcecc
tgcatctgct
atcgacccac

ctctgtgget

48

ttectgacage
gctcggagca
aggtcttcat
tcctggttat
tctgcagect
tgatcgccat
acaacatctt
ccatcgccgt
ccgtgaggaa
tggtgttcat
tcgcecatgat
acgtcaagcg
gcatgaaggg
ccttecttect
acactgccca
tcatctacge

gcaacggcat

aatgaatgct
cctccaagcce
caagcccgag
cctggcegtg
ggcggtggece
cgtccacagc
cgactccatg
cgacaggtac
ggccctcacce
cgtctactcg
gctecteatyg
catagcagca
ggcagtcacc
ccacctggtc
cttcaacacc
tttecggage

gaacttggga

60

1220

180

240

300

360

4220

4 80

540

6 00

6 60

720

7 80

840

200

260

1020

10 80



Met

Ser

Ala

Pro

Asn
65

Ser

Ser

Leu

Thr

50

Gln

Ile

Ser

Leu

35

Leu

Ser

Gln

Ser

20

Thr

Pro

Ser

Lys

Phe

Ala

Asn

Ser

Thr Tyr

Leu Arg

Met Asn

Gly Ser

55

Ala Phe
70

ES 2363 023 T3

Leu

Thr

Ala

40

Glu

Cys

Glu

Leu

25

Ser

His

Glu

Gly
10

Leu

cys

Leu

Gln

49

Asp

Glu

cys

Gln

val
75

Phe

Pro

Leu

Ala

60

Phe

vVal

Gln

Pro

45

Pro

Ile

Phe

Leu

30

Ser

Phe

Lys

Pro

15

Gly

vVal

Phe

Pro

Val

Ser

‘Gin

Ser

Glu
80



val

Ile

Phe

Ala

Phe

145

Ile

val

Met

Cys

val

225

Gly

Arg

Ser

Ile

Cys
305

Phe

Leu

Leu

Leu

130

Glu

Cys

Asp

Thr

Gly

210

Ile

Thr

Ile

Cys

Phe

290

Pro

Leu

Leu

Ala

Cys

115

Glu

Asp

Ile

Arg

val

195

vVal

Val

Leu

Ala

Met
275

Cys

Thr

Val

Ser

Val

100

Ser

Thr

Gln

Ser

Tyr

180

Arg

Cys

Cys

Ala

260

Lys

Trp

Asn

Leu

Leu

val

Leu

Ile

Phe

Leu

165

Val

Lys

Gly

Leu

val

245

Leu

Gly

Ala

Pro

Ile
325

Gly

Arg

Ala

Met

Ile

150

val

Thr

Ala

vVal

Ile

230

His

Pro

Ala

Pro

310

Met

Ile

Asn

val

Ile

i35

Gln

Ala

Ile

Leu

Val

215

Thr

Met

Pro

Val

Phe
295

ES 2363 023 T3

Val

Gly

Ala

120

Ala

His

Ser

Phe

Thr

200

Phe

Met

Phe

Ala

Thr

280

Phe

Ile

Asn

Ser

Asn

105

Asp

Ile

Met

Ile

Tyr

185

Leu

Ile

Phe

Leu

Asp

265

Ile

Leu

Cys

Ser

Leu

S0

Leu

Met

val

Asp

Cys

170

Ala

Ile

val

Phe

Fhe

250

Gly

Thr

His

Val
330

50

Leu

His

Leu

His

Asn

155

Asn

Leu

Val

Tyr

Ala

235

Ala

Val

Ile

Leu

Thr

315

Ile

Glu

Ser

Val

Ser

140

Ile

Leu

Arg

Ala

Ser

220

Met

Arg

Ala

Leu

val

300

Ala

Asp

Asn

Pro

Ser

125

Asp

Phe

Leu

Tyr

Ile

205

Glu

Met

Leu

Pro

Leu

285

Leu

His

Pro

Ile

Met

110

Val

Tyr

Asp

Ala

His

150

Trp

Ser

Leu

His

Gln

270

Gly

Ile

Phe

Leu

Leu
95

Tyr

Ser

Leu

Ser

Ile

175

Ser

Val

Lys

Leu

val

255

Gln

Val

Ile

Asn

Ile
335

val

Phe

Asn

Thr

Met

160

Ala

Ile

Cys

Met

Met

240

Lys

His

Phe

Thr

Thr
320

Tyr



10

15

Ala Phe Arg Ser Leu Glu Leu Arg Asn Thr Phe Arg Glu Ile Leu Cys

Gly Cys Asn Gly Met Asn Leu Gly

340

355

<210> 76
<211>999

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 76

atggtgaact
tacagactgc
tacgagcaac
gagaatatct
tttttcatct
accattatca
attgataatg
ctttcaattg
atgacagtta
ggcattttgt
ttcttcacca
cttcacatta
atgaagggag
ttcttectcee
atgtctcact
atttatgcac

cccctgggag

<210> 77
<211> 332

<212> PRT

ccacccaccg
acagcaatgc
tttttgtetce
tagtgattgt
gcagcttggc
tcaccctatt
tcattgactc
cagtggacag
agcgggttgg
tcatcattta
tgctggetct
agaggattgc
cgattacctt
acttaatatt
ttaacttgta
tcecggagtca

gcctttgtga

<213> Homo sapiens

<400> 77

ES 2363 023 T3

360

tgggatgcac
cagtgagtcc
tcctgaggtg
ggcaatagcc
tgtggctgat
aaacagtaca
ggtgatctgt
gtactttact
gatcatcata
ctcagatagt
catggcttct
tgtecctccce
gaccatcctg
ctacatctct
tctcatactg
agaactgagg

cttgtctagce

345

acttetetge
cttggaaaag
tttgtgacte
aagaacaaga
atgctggtga
gatacggatg
agctccttge
atcttctatg
agttgtatct
agtgctgtca
ctctatgtcce
ggcactggtg
attggecgtct
tgtcctcaga
atcatgtgta
aaaaccttca

agatattaa

51

acctctggaa
gctactctga
tgggtgtcat
atctgcattc
gcgtttcaaa
cacagagttt
ttgcatccat
ctctccagta
gggcagcttg
tcatctgect
acatgttcct
ccatccgcca
ttgttgtctg
atccatattg
attcaatcat

aagagatcat

350

ccgcagcagt
tggagggtgc
cagcttgttg
acccatgtac
tggatcagaa
cacagtgaat
ttgcagcctg
ccataacatt
cacggtttca
catcaccatg
gatggccagg
aggtgccaat
ctgggccecca
tgtgtgcttce
cgatecctetg

ctgttgctat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

999



ES 2363 023 T3

Met Val Asn Ser Thr His Arg Gly Met His Thr Ser Leu His Leu Trp
1 5 10 15

Asn Arg Ser Ser Tyr Axrg Leu His Ser Asn Ala Ser Glu Ser Leu Gly
20 25 30

Lys Gly Tyr Ser Asp G1ly Gly Cys Tyr Glu Gln Leu Phe Val Ser Pro
35 40 . 45

Glu val Phe Val Thr Leu Gly Val Ile Ser Leu Leu Glu Asn Ile Leu
50 55 60

Val Ile Val Ala Ile Alda Lys Asn Lys Asn Leu His Ser Pro Met Tyr
65 70 75 80

Phe Phe Ile Cys Ser Leu Ala Val Ala Asp Met Leu Val Ser Val Ser
85 90 95

Asn Gly Ser Glu Thr Ildle Ile Ile Thr Leu Leu Asn Ser Thr Asp Thr
100 105 110

Asp Ala Gln Ser Phe Thr Val Asn Ile Asp Asn Val Ile Asp Ser Val
115 120 125

Ile Cys Ser Ser Leu Leu Ala Ser Ile Cys Ser Leu Leu Ser Ile Ala
130 135S 140

Val Asp Arg Tyr Phe Thr Ile Phe Tyr Ala Leu Gln Tyr His Asn Ile
145 150 155 160

Met Thr Val Lys Arg Val Gly Ile Ile Ile Ser Cys Ile Trp Ala Ala
165 170 175

Cys Thr Val Ser Gly Yle Leu Phe Ile Ile Tyr Ser Asp Ser Ser Ala
180 185 190

Val Ile Ile Cys Leu I le Thr Met Phe Phe Thr Met Leu Ala Leu Met
195 200 205

Ala Ser Leu Tyr Val His Met Phe Leu Met Ala Arg Leu His Ile Lys
210 215 220

Arg Ile Ala Val Leu Pro Gly Thr Gly Ala Ile Arg Gln Gly Ala Asn
225 230 235 240

Met Lys Gly Ala Ile Thr Leu Thr Ile Leu Ile Gly Val Phe Val Val
245 250 255

Cys Trp Ala Pro Phe Phe Leu His Leu Ile Phe Tyr Ile Ser Cys Pro
260 265 270

52



ES 2363 023 T3

10

Gln Asn Pro Tyr Cys Val Cys Phe Met Ser His Phe Asn Leu Tyr Leu
275 280 285
Ile Leu Ile Met Cys Asn Ser Ile Ile Asp Pro Leu Ile Tyr Ala Leu
290 295 300

Arg Ser Gln Glu Leu Arg Lys Thr Phe Lys Glu Ile Ile Cys Cys Tyr

305 310 315 320

Pro Leu Gly Gly Leu Cys Asp Leu Ser Ser Arg Tyr

325 330

<210> 78

<211> 975

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 78

atgaattcct catttcacct gecatttcttg gatctcaacc tgaatgccac agagggcaac 60
ctttcaggac ccaatgtcaa aaacaagtct tcaccatgtg aagacatggg cattgctgtg 120
gaggtgtttc tcactctggg tgtcatcagc ctcttggaga acatcttggt cataggggcce 180
atagtgaaga acaaaaacct gcactccccc atgtacttct tcgtgtgcag cctggecagtg 240
gcggacatgc tggtgagcat gtccagtgcc tgggagacca tcaccatcta cctactcaac 300
aacaagcacc tagtgatagc agacgccttt gtgcgeccaca ttgacaatgt gtttgactcc 360
atgatctgca tttccgtggt ggcatccatg tgcagcttac tggccattge agtggatagg 420
tacgtcacca tcttctacge cctgcgctac caccacatca tgacggegag gcgctcaggg 480
gccatcateg ccggcatctg ggetttectge acgggectgcg gcattgtett catcctgtac 540
tcagaatcca cctacgtcat cctgtgecctce atctccatgt tcttegectat getgttectce 600
ctggtgtcte tgtacataca catgttccte ctggegegga ctcacgtcaa gecggatcgceg 660
gctctgceceg gggccagote tgecgcggecag aggaccagca tgcagggegce ggtcaccgte 720
accatgctge tgggegtgtt taccgtgtge tgggcccegt tcttecttca tctcactttta 780
atgctttctt gccctcagaa cctcectactge tctcecgettca tgtetcactt caatatgtac 840
ctcatactca tcatgtgttaa ttccgtgatg gaccctctca tatatgcett ccgcageccaa 200
gagatgcgga agaccttittaa ggagattatt tgctgccgtg gtttcaggat cgcectgcage 960
tttecccagaa gggat 97S
<210> 79
<211> 325

53
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 79

54



Met

Thr

Cys

Ile

Lys

65

Ala

Tyx

His

Ser

Phe

145

Ala

Phe

Met

Phe

Ala
225

Asn

Glu

Glu

Ser

50

Asn

Asp

Leu

Ile

Met
130

Tyr

Ile

Ile

Phe

Leu

210

Ser

Sexr

Gly

Asp

35

Leu

Leu

Met

Leu

Asp

115

Cys

Ala

Ile

Leu

Phe

i95

Leu

Ser

Ser

Asn

20

Met

Leu

His

Leu

Asn

100

Asn

Ser

Leu

Ala

Tyr

180

Ala

Ala

Ala

Phe

Leu

Gly

Glu

Ser

val

85

Asn

Val

Leu

Arg

Gly

165

Ser

Met

Axrg

Axg

His

Ser

Ile

Asn

Pro

70

Ser

Lys

Phe

Leu

Tyr

150

Ile

Glu

Leu

Thr

Gln
230

Leu

Gly

Ala

Ile

55

Met

Met

His

Asp

Ala

135

His

Trp

Ser

Phe

His

215

Arg

ES 2363 023 T3

His

Pro

val

40

Leu

Tyr

Ser

Leu

Ser

120

Ile

His

Bhla

Thr

Leu

200

Val

Thr

Phe
Asn
25

Glu
Val
Phe
Ser
Val
105
Met
Ala

Ile

Phe

Tyr
185
Leu

Lys

Ser

Leu

10

val

val

Ile

Phe

Ala

S0

Ile

Ile

val

Met

Cys

170

val

vVal

Arg

Met

55

Asp

Lys

Phe

Gly

vVal
75

Trp

Ala

Cys

Asp

Thr

155

Thr

Ile

Ser

Ile

Gln
235

Leu

Asn

Leu

Ala

60

Cys

Glu

Asp

Ile

"Arg

140

Ala

Gly

Leu

Leu

Ala

220

Gly

Asn

Lys

Thr

45

Ile

Ser

Thr

Ala

Ser

125

Arg

Cys

cys

205

Ala

Ala

Leu

Ser

30

Leu

Val

Leu

Ile

Phe

110

Val

Val

Gly

Leu

190

Ile

Leu

val

Asn

15

Ser

Gly

Lys

Ala

Thr

95

Val

Val

Thr

Ser

Ile

175

Ile

His

Pro

Thr

Ala

Pro

Val

Asn

Val

80

Ile

Ala

Ile

Gly

160

Val

Ser

Met

Gly

Val
240
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15

20

Thr Met Leu Leu

Thr Leu

260

His Leu

Phe Met Ser His

275

val Met Pro

290

Asp

Thr
305

Phe Lys Glu

Phe Pro Arg Arg

<210> 80

<211> 12

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 80
cattttcget gg 12
<210> 81

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 81

His Phe Arg Trp
1

<210> 82
<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly

245

Met

Phe

Leu

Ile

Asp
325

val

Leu

Asn

Ile

Ile
310

Phe

Ser

Met

295

Cys

ES 2363 023 T3

Thr val Cys

250

Trp

Pro G1ln Asn

265

Cys

Leu I le Leu

Tyr
280

Ala Phe Arg Ser

Phe
315

Cys Arg Gly

<223> Modificacién de nucleo de HFRW de alfa-MSH

<400> 82

56

Ala

Leu

Ile

Gln

300

Arg

Pro

Tyrx

Met

285

Glu

Ile

Phe

Cys

270

Cys

Met

Ala

Phe Leu

255

Ser Arg

Asn Ser

Arg Lys

Cys Ser
320
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tttcattgga tg 12

<210> 83

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Modificacion de niucleo de HFRW de alfa-MSH

<400> 83

Phe His Trp Met
1

<210> 84

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido flexible
<400> 84

ggeggeggea ge 12
<210> 85

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido flexible

<400> 85

Gly Gly Gly Ser
1

57
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de acuerdo con férmula (1):
(Mp-Lk-V2-Hg-Cn2-Cp3) (1) ()

en la que Mp es una molécula de union a receptor de melanocortina, Lk es engarce quimico o polipeptidico, V2 es
una parte de un extremo C terminal de una region variable de inmunoglobulina, Hg es al menos una parte de una
region bisagra variable de inmunoglobulina, C42 es una region constante Cp2 de cadena pesada de inmunoglobulina
y Cu3 es una regién constante Cy3 de cadena pesada de inmunoglobulina y t es independientemente un ndmero
entero de 1 a 10.

2. El polipéptido de la reivindicacién 1 en el que Mp es un fragmento biolégicamente activo de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16 6 18; o Mp tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 6 18.

3. El polipéptido de la reivindicacion 1 en el que el polipéptido se une al menos a un receptor de melanocortina.
4. El polipéptido de la reivindicacion 3 en el que el receptor de melanocortina es un receptor de melanocortina
5. Un polipéptido que comprende SEC ID N°: 60 6 62.

6. Un polinucledtido que codifica un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

7. Un polinucleétido que comprende SEC ID N°: 59 o SEC ID N°: 61 o un polinucleétido complementario a SEC ID
N°: 59 o SEC ID N°: 61.

8. Un polinucleétido que comprende un polinucleétido que codifica el polipéptido de SEC ID N°: 60 o SEC ID N°: 62.
9. Un vector que comprende el polinucleétido de la reivindicacién 7 u 8.

10. El vector de la reivindicacién 9 que comprende SEC ID N°; 63.

11. Una célula que expresa un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

12. Una célula que comprende el vector de la reivindicacion 9.

13. La célula de la reivindicacion 12 siendo la célula una célula derivada de HEK293.

14. Un procedimiento para producir un polipéptido que comprende las etapas de cultivar la célula de la reivindicacion
11y purificar el polipéptido expresado.

15. Una composicidn farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de al menos un polipéptido de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

16. Un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para su uso en medicina.

17. Un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para modular al menos una afeccion
mediada por receptor de melanocortina.

18. El polipéptido de la reivindicacion 17 en el que la afecciobn mediada por receptor de melanocortina es la
obesidad.
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Fig. 2

+— Mp =cadena peptidica _de unién a receptor de melanocortina

JHZ «4———— \/{ = fragmento N terminal de una regién V de anticuerpo
< Lk = engarce flexible
< V2 = fragmento C terminal de una region V de anticuerpo

T

< C,2 = dominio C,2 de un anticuerpo

Hg = Bisagra de un anticuerpo

«— C,3 = dominio C,3 de un anticuerpo
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FIG. 8
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