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DESCRIPCION

Uso de fusiones de proteina/péptido de transtiretina para aumentar la semivida sérica de péptidos/proteinas
farmacoldgicamente activos

Esta solicitud es una continuacion en parte de la solicitud de EE.UU. n°® 10/117.109, presentada el 4 de abril de
2002.

Antecedentes de lainvencién

Las proteinas, péptidos y otras moléculas farmacolégicas para uso terapéutico estan actualmente disponibles en
formas adecuadas y en cantidades suficientes en gran medida como resultado de los avances en las tecnologias de
ADN recombinante. La disponibilidad de dichos péptidos y proteinas ha generado avances en la formulacion y
modificacién quimica de proteinas. La modificacion quimica de péptidos, proteinas, oligonucleétidos y otros
farmacos biol6gicamente activos con fines de alargar la semivida sérica de dichos agentes bioactivos se ha
estudiado extensamente. La capacidad de alargar la semivida sérica de dichos agentes permite alcanzar el potencial
terapéutico del agente sin necesidad de altas dosificaciones y una administracién frecuente.

La modificacion quimica usada para alargar las semividas de proteinas in vivo incluye la conjugacién quimica de un
polimero hidrosoluble, tal como polietilenglicol (PEG), con la proteina de interés. Se han usado una variedad de
enfoques para ligar las moléculas de polietilenglicol con la proteina (PEGilacion). Por ejemplo, Royer (patente de
EE.UU. n°® 4.002.531) afirma que se us0 alquilacion reductora para el ligamiento de moléculas de polietilenglicol con
una enzima. Davis et al. (patente de EE.UU. n° 4.179.337) dan a conocer conjugados de PEG:proteina que implican,
por ejemplo, enzimas e insulina. Shaw (patente de EE.UU. n°® 4.904.584) da a conocer la modificacion del nimero de
residuos de lisina en proteinas para el ligamiento de moléculas de polietilenglicol mediante grupos amina reactivos.
Hakimi et al. (patente de EE.UU. n° 5.834.594) dan a conocer conjugados de PEG:proteina hidrosolubles
sustancialmente no inmunogénicos que implican, por ejemplo, las proteinas IL-2, interferén a e IL-1ra. Los métodos
de Hakimi et al. implican el uso de ligadores Unicos para conectar los diversos grupos amino libres en la proteina con
el PEG. Kinstler et al. (patentes de EE.UU. n° 5.824.784 y 5.985.265) ensefian métodos que permiten proteinas
modificadas quimicamente en el extremo N de forma selectiva y analogos de las mismas, incluyendo G-CSF e
interferén de consenso.

Otros enfoques disefiados para alargar la semivida sérica de agentes bioactivos incluyen: la conjugacién del péptido
con una proteina grande estable que sea demasiado grande para filtrarse a través de los rifiones (por ejemplo,
seroalbimina); G. D. Mao et al., Biomat., Art. Cells, Art. Org. 17: 229-244 (1989); el uso de lipoproteinas de baja y
alta densidad como vehiculos de transporte y para aumentar la semivida sérica; P. Chris de Smidt et al., Nuc. Acids.
Res., 19(17): 4695-4700 (1991); el uso de la regién Fc de inmunoglobulinas para producir fusiones de Fc-proteina;
documento PCT WO 98/28427 (Mann et al., y las referencias citadas en el mismo); y el uso del dominio Fc para
aumentar la semivida in vivo de uno o mas péptidos biolégicamente activos; documento PCT WO 00/24782 (Feige et
al., y las referencias citadas en el mismo).

La transtiretina (TTR) (anteriormente denominada prealbumina) es una proteina sérica tetramérica de 56 kDa que
desempefia papeles fisiol6gicos importantes como transportador de tiroxina y proteina de unién a retinol; Hamilton y
Benson, Cell. Mol. Life Sci., 58: 1491-1521 (2001) y las referencias citadas en el mismo. Blaney et al., en la patente
de EE.UU. n°®5.714.142, describen la explotacion de TTR al dotar al farmaco a administrar de una funcionalidad que
le permita unirse especificamente a la proteina. Especificamente, Blaney et al. demuestran que el ligamiento
covalente de un péptido, proteina, nucleétido, oligonucleétido, oligosacarido u otro farmaco con un ligando selectivo
de transtiretina unird reversiblemente el farmaco con la TTR y aumentara asi la semivida sérica del agente
basandose en la afinidad del ligando por TTR. Se afirma que la actividad intrinseca del farmaco no se altera de
forma adversa y que el conjugado de farmaco-ligando de TTR resultante seguira siendo suficientemente pequefio
para absorcién oral.

Compendio de lainvencién
La invencion se expone en las reivindicaciones.

Se ha encontrado sorprendentemente y de forma importante que la TTR (o0 una variante de TTR), y en particular una
TTR o variante de TTR que se ha modificado quimicamente mediante conjugacién con un polimero hidrosoluble,
puede usarse, por ejemplo, como coparticipe de fusion con un agente biolégicamente activo para aumentar la
semivida sérica del agente biolégicamente activo. Por consiguiente, la presente invencién proporciona un medio
para aumentar la semivida sérica de un agente bioldgicamente activo seleccionado.

La presente invencion se refiere por tanto a preparaciones sustancialmente homogéneas de fusiones de TTR (o una
variante de TTR)-agente bioldgicamente activo y fusiones de PEG-TTR (PEG-variante de TTR)-agente
bioldgicamente activo. En comparacién con el agente biolégicamente activo solo, la fusibn de TTR-agente
biolégicamente activo y/o fusibn de PEG-TTR-agente biolégicamente activo tiene una semivida sérica
sustancialmente aumentada.
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La presente invencion se refiere adicionalmente a fusiones de TTR-agente biolégicamente activo y fusiones de PEG-
TTR-agente biolégicamente activo en un portador farmacéuticamente aceptable que proporcionan un compuesto
farmacoldgicamente activo.

Se describe la preparacion de variantes de TTR. Especificamente, se modifican las proteinas TTR de tal modo que
se introducen por ingenieria genética un residuo o residuos de cisteina en la secuencia de proteina TTR. Las
variantes de TTR son recuperables con alto rendimiento y se modifican quimicamente entonces mediante
conjugacién con un polimero hidrosoluble en el residuo de cisteina, proporcionando una variante de TTR
quimicamente modificada que puede fusionarse entonces con un agente biolégicamente activo seleccionado.

Se describen procesos para preparar compuestos farmacolégicamente activos. Por ejemplo, el método para
preparar una preparacion sustancialmente homogénea de una fusion de PEG-TTR-péptido comprende: (a) introducir
por ingenieria genética un residuo de cisteina en una posicién aminoacidica especifica de la secuencia aminoacidica
de dicha TTR, proporcionando una variante de dicha TTR; (b) conjugar un polietilenglicol con dicha variante de TTR
en dicho residuo de cisteina, proporcionando una PEG-TTR; (c) fusionar dicha PEG-TTR con un péptido de interés,
proporcionando una fusién de PEG-TTR-péptido y (d) aislar dicha fusion de PEG-TTR-péptido.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un gel de SDS que exhibe la purificacion de una variante de transtiretina (TTR) humana recombinante
expresada en E. coli (CL0A/GB3C) con un péptido bradicinina fusionado con el extremo C de la TTR. El carril 1
contiene los patrones de peso molecular Novex Mark 12 y los carriles 2-7 contienen respectivamente lo siguiente:
lisado celular, sobrenadante postcalentamiento, agrupamiento de la etapa de cromatografia con Q-Sepharose,
agrupamiento de la etapa de cromatografia con fenil-Sepharose, agrupamiento de la etapa de cromatografia con
hidroxiapatito y agrupamiento de la etapa de cromatografia con Source Q.

La Figura 2 demuestra mediante cromatografia de exclusion por tamafio que la fusion de péptidos con el extremo
amino o extremo carboxilo de una variante de TTR, TTR(C10A/G83C), no altera su estructura oligomérica. La linea
continua es TTR(C10A/G83C), la linea de trazos es hormona paratiroidea (PTH) fusionada con el extremo amino de
TTR(C10A/G83C) y la linea de puntos es bradicinina fusionada con el extremo carboxilo de TTR(C10A/G83C).

La Figura 3 demuestra mediante cromatografia de exclusion por tamafio que la fusién de proteinas con el extremo
amino o extremo carboxilo de una variante de TTR, TTR(C10A), no altera su estructura oligomérica. La linea
continua es TTR(C10A), la linea de trazos es IL-1ra fusionada con el extremo carboxilo de TTR(C10A) y la linea de
puntos es IL-1ra fusionada con el extremo amino de TTR(C10A).

La Figura 4 muestra la union observada usando BlAcore de diversos constructos de TPO-péptido mimético (TMP)
con receptor de MPL humano: m Fc-TMP, ¢ TMP(m)-TTR, A TMP(m)-TTR-PEG 5K, ¥ TMP(m)-TTR-PEG 20K.

La Figura 5 muestra que la inyeccion de TMP(m)-TTR-PEG 5K induce la formacién de plaquetas en ratones. Los
siguientes simbolos corresponden a los correspondientes constructos: m portador, ¢ Fc-TMP, A TTR-TMP, ¥ TMP
(m)-TTRy ¢ TMP (m) -TTR-PEG 5K.

La Figura 6 demuestra mediante cromatografia de exclusiéon por tamafio que TTR nativa y TTR(C10A) mantienen
una configuracion oligomérica similar (un tetramero aparente). La linea continua es TTR nativa y la linea de trazos es
TTR(C10A).

La Figura 7 demuestra mediante cromatografia de exclusiéon por tamafio que la conjugacion de PEG con TTR
aumenta su tamafio molecular de manera predeciblemente uniforme. Las lineas continuas indican sin PEG
conjugado, las lineas de trazos indican fusionado con PEG 5K y las lineas de puntos indican fusionado con PEG
20K. Se usaron los siguientes constructos: A) TMP-TTR(C10A/A37C), B) TMP-TTR(C10A/D38C), C) TMP-
TTR(C10A/A81C) y D) TMP-TTR(C10A/G83C).

La Figura 8 es un gel de SDS que exhibe la extension de la pegilaciéon de diversos constructos de TMP-TTR que
implican variantes de TTR que tienen una cisteina no nativa introducida por ingenieria genética en una de cuatro
diferentes localizaciones. El carril 1 contiene los patrones de peso molecular Novex Mark 12; el carril 2 es TMP-
TTR(C10A/A37C) no pegilada; los carriles 3-6 son versiones pegiladas de 5K de TMP-TTR(C10A/A37C), TMP-
TTR(C10A/D38C), TMP-TTR(C10A/A81C) y TMP-TTR(C10A/G83C) respectivamente; los carriles 7-10 son
versiones pegiladas de 20K de TMP-TTR(C10A/A37C), TMP-TTR(C10A/D38C), TMP-TTR(C10A/A81C) y TMP-
TTR(C10A/G83C) respectivamente.

Las Figuras 9A-C comparan la union competitiva de Fc-TMP y TMP-TTR con MPL humana mediante analisis
BlAcore. A) m Fc-TMP, e TMP-TTR(C10A/A37C), A TMP-TTR(C10A/D38C), ¥ TMP-TTR(C10A/A81C), ¢ TMP-
TTR(C10A/G83C). B). m Fc-TMP, versiones pegiladas de 5K de TMP-TTR(C10A/A37C) (e), TMP-TTR(C10A/D38C)
(A), TMP-TTR(C10A/A81C) (V¥ ), TMP-TTR(C10A/G83C) (¢). C). m Fc-TMP, versiones pegiladas de 20K de TMP-
TTR(C10A/A37C) (), TMP-TTR(C10A/D38C) (A ), TMP-TTR(C10A/A81C) (¥), TMPTTR(C10A/G83C) (+).
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Las Figuras 10A-C muestran que la inyeccién de TMP-TTR con PEG conjugado con las cisteinas introducidas por
ingenieria genética induce la formacion de plaquetas en ratones. A). m TTR(C10A), e Fc-TMP, A TMP-
TTR(C10A/A37C), ¥ TMP-TTR(C10A/D38C) (carboxamidometilada), ¢ TMP-TTR(C10A/A81C), <« TMP-TTR
(C10A/G83C). B). m TTR (C10A), e Fc-TMP, versiones pegiladas de 5K de TMP-TTR(C10A/A37C) (A), TMP-
TTR(C10A/D38C) (V¥), TMP-TTR(C10A/A81C) (+), TMP-TTR(C10A/G83C) («). C). m TTR(C10A), e Fc-TMP,
versiones pegiladas de 20K de TMP-TTR(C10A/A37C) (A), TMP-TTR(C10A/D38C) (V¥), TMP-TTR(C10A/A81C) (+),
TMP-TTR(C10A/G83C) ().

La Figura 11 muestra que la inyeccion de PTH-TTR con PEG conjugado con cisteinas introducidas por ingenieria
genética induce la liberacién de calcio ionizado en ratones. Los siguientes simbolos corresponden a los
correspondientes constructos: m TTR(C10A), e PTH-Fc, A PTH-TTR, V¥ PTH-TTR(C10A/K15A/A37C)
(carboxamidometilada), ¢ version pegilada de 5K de PTH-TTR(C10A/K15A/A37C), <« version pegilada de 20K de
PTH-TTR(C10A/K15A/A37C), » PTH-TTR(C10A/K15A/G83C) (carboxamidometilada), ® version pegilada de 5K de
PTH-TTR(C10A/K15A/G83C) y * version pegilada de 20K de PTH-TTR(C10A/K15A/G83C).

La Figura 12 muestra que la inyeccion de péptido 1 de tipo glucagén (GLP1)-TTR con PEG conjugado con cisteinas
introducidas por ingenieria genética reduce los niveles sanguineos de glucosa en ratones. Los siguientes simbolos
corresponden a los correspondientes constructos: m TTR(C10A), ¢ GLP1-Fc, A GLP1-TTR(C10A/K15A/G83C)
(PEG 5K) y ¥ GLP1-TTR(C10A/K15A/G83C) (PEG 20K).

La Figura 13 muestra que la inyeccion de conjugados de TMP-TTR con dominios CH2 fusionados aumenta los
niveles séricos de plaquetas en ratones. Los siguientes simbolos corresponden a los correspondientes constructos:
m TTR(C10A), e Fc-TMP, A TMP-TTR(C10A)-CH2, ¥ TTR(C10A)-CH2-TMP y ¢ TMP-CH2-TTR(C10A).

La Figura 14 muestra que la inyeccion de fusiones carboxiterminales de TMP con TTR pegilada aumenta los
recuentos sanguineos de plaquetas en ratones. Los siguientes simbolos corresponden a los correspondientes
constructos: m TTR(C10A), e Fc-TMP, A TTR(C10A/K15A/A37C)-TMP (PEG 20K), ¥ TTR(C10A/K15A/A81C)-TMP
(PEG 20K), ¢ TTR(C10A/K15A/G83C)-TMP (PEG 20K), <€ TMP-TTR(C10A/K15A/A37C) (PEG 20K), » TMP-
TTR(C10A/K15A/A81C) (PEG 20K), ® TMP-TTR(C10A/K15A/G83C) (PEG 20K).

Las Figuras 15 A-C muestran que la inyeccién de fusiones de TMP-TTR pegiladas que contienen una alteracion
K15A aumenta los recuentos sanguineos de plaquetas en ratones. Los siguientes simbolos corresponden a los
correspondientes constructos: A) m TTR(C10A), e Fc-TMP, A TMP-TTR(C10A/K15A/A37C) (carboxiamidometilada,
y V¥V  TMP-TTR(C10A/K15A/A81C) (carboxiamidometilada); B), m TTR(C10A), e Fc-TMP, A TMP-
TTR(C10A/K15A/A37C) (PEG 5K), ¥ TMP-TTR(C10A/K15A/A81C) (PEG 5K) y ¢ TMP-TTR(C10A/K15A/G83C)
(PEG 5K); C) m TTR(C10A), ® FcTMP, A TMP-TTR(C10A/K15A/A37C) (PEG 20K), ¥ TMP-TTR(C10A/K15A/A81C)
(PEG 20K) y ¢ TMP-TTR(C10A/K15A/G83C) (PEG 20K) .

Descripcion detallada de la invencién
Con el fin de describir la presente invencion, se definen los siguientes términos como se expone a continuacion.

El término “agente biolégicamente activo” designa cualquier material o compuesto quimico Util para aplicacion
profilactica, terapéutica o diagnoéstica. El término “compuesto farmacolégicamente activo” designa un compuesto
adecuado para administracion a un mamifero, preferiblemente un individuo humano, que induce un efecto local o
sistémico deseado.

Los términos “péptido”, “polipéptido” y “proteina” describen un tipo de agentes bioldgicamente activos, y los términos
se usan intercambiablemente en la presente memoria para designar un polimero de aminoacidos de origen natural,
producido recombinantemente o sintetizado quimicamente. Se pretende que los términos incluyan moléculas
peptidicas que contienen solo 2 aminoacidos, polipéptidos modificados quimicamente, moléculas de consenso,
andlogos, derivados o combinaciones de los mismos.

Puede usarse cualquier nUmero de péptidos junto con la presente invencion. Son de particular interés los péptidos
que imitan la actividad de eritropoyetina (EPO), trombopoyetina (TPO), péptido 1 de tipo glucagén (GLP-1), hormona
paratiroidea (PTH), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulante de colonias de
granulocitos-macréfagos (GM-CSF), antagonista de receptor de interleucina 1 (IL-1ra), leptina, antigeno 4 de linfocito
T citotéxico (CTLA4), ligando inductor de la apoptosis relacionado con TNF (TRAIL), factor de crecimiento tumoral a
y B (TGF-a y TGF-3, respectivamente) y hormonas de crecimiento. Los términos “péptido mimético” y “péptido
agonista” designan un péptido que tiene una actividad bioldgica comparable con una proteina (por ejemplo, GLP-1,
PTH, EPO, TPO, G-CSF, etc.) que interacciona con una proteina de interés. Estos términos incluyen adicionalmente
péptidos que imitan indirectamente la actividad de una proteina de interés, tal como potenciando los efectos del
ligando natural de la proteina de interés. Por tanto, el término “péptido mimético de EPO” comprende cualquier
péptido que pueda identificarse o derivarse por tener material en cuestién mimético de EPQO; véase, por ejemplo,
Wrighton et al., Science, 273: 458-63 (1996) y Naranda et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: 7569-74 (1999). Los
expertos en la técnica aprecian que cada una de estas referencias posibilita seleccionar péptidos diferentes de los
dados a conocer realmente siguiendo los procedimientos dados a conocer con diferentes colecciones peptidicas.
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El término “péptido mimético de TPO” (TMP) comprende péptidos que pueden identificarse o derivarse por tener
material en cuestion mimético de TPO; véase, por ejemplo, Cwirla et al., Science, 276: 1696-9 (1997); patentes de
EE.UU. n°5.869.451y 5.932.946 y PCT WO 00/24782 (Liu et al. y las referencias citadas en los mismos).

Los expertos en la técnica aprecian que cada una de estas referencias posibilita seleccionar péptidos diferentes de
los dados a conocer realmente siguiendo los procedimientos dados a conocer con diferentes colecciones peptidicas.

El término “péptido mimético de G-CSF” comprende cualquier péptido que pueda identificarse por tener material en
cuestion mimético de G-CSF; véase, por ejemplo, Paukovits et al., Hoppe-Seylers Z. Physiol. Chem. 365: 303-11,
(1984). Los expertos en la técnica aprecian que cada una de estas referencias posibilita seleccionar péptidos
diferentes de los dados a conocer realmente siguiendo los procedimientos dados a conocer con diferentes
colecciones peptidicas.

El término “péptido mimético de CTLA4” comprende cualquier péptido que pueda identificarse o derivarse como se
describe en Fukumoto et al., Nature Biotech. 16: 267-70 (1998). Los expertos en la técnica aprecian que cada una
de estas referencias posibilitan seleccionar péptidos diferentes de los dados a conocer realmente siguiendo los
procedimientos dados a conocer con diferentes colecciones peptidicas.

Son también de interés los antagonistas peptidicos, particularmente aquellos antagonistas de la actividad de TNF,
leptina, cualquiera de las interleucinas y proteinas implicadas en la activacion del complemento (por ejemplo, C3b).
El término “péptido antagonista” o “péptido inhibidor” designa un péptido que bloquea o interfiere de alguna manera
con la actividad bioldgica de la proteina de interés asociada, o que tiene una actividad biolégica comparable con un
antagonista o inhibidor conocido de la proteina de interés asociada. Por tanto, el término “péptido antagonista de
TNF” comprende péptidos que pueden identificarse o derivarse por tener material en cuestion antagonista de TNF;
véase, por ejemplo, Takasaki et al., Nature Biotech., 12: 1266-70 (1997). Los expertos en la técnica aprecian que
cada una de estas referencias posibilita seleccionar péptidos diferentes de los dados a conocer realmente siguiendo
los procedimientos dados a conocer con diferentes colecciones peptidicas.

Los términos “antagonista de IL-1" y “péptido mimético de IL-1ra” comprenden péptidos que inhiben o regulan
negativamente la activacion del receptor de IL-1 por IL-1. La activacion del receptor de IL-1 da como resultado la
formacion de un complejo entre IL-1, receptor de IL-1 y proteina accesoria del receptor de IL-1. El antagonista de IL-
1, o péptido mimético de IL-1ra, se une a IL-1, receptor de IL-1 o proteina accesoria del receptor de IL-1 e impide la
formacion de complejo entre dos o tres cualesquiera componentes del complejo. Los péptidos antagonistas de IL-1 o
miméticos de IL-1ra ejemplares pueden identificarse o derivarse como se describe en las patentes de EE.UU. n°
5.608.035, 5.786.331, 5.880.096. Los expertos en la técnica aprecian que cada una de estas referencias posibilita
seleccionar péptidos diferentes de los dados a conocer realmente siguiendo los procedimientos dados a conocer con
diferentes colecciones peptidicas.

El término “péptido antagonista de VEGF” comprende péptidos que pueden identificarse o derivarse por tener
material en cuestidon antagonista de VEGF; véase, por ejemplo, Fairbrother, Biochem., 11: 17754-64 (1998). Los
expertos en la técnica aprecian que cada una de estas referencias posibilita seleccionar péptidos diferentes de los
dados a conocer realmente siguiendo los procedimientos dados a conocer con diferentes colecciones peptidicas.

El término “péptido inhibidor de MMP” comprende péptidos que pueden identificarse o derivarse por tener material
en cuestion inhibidor de MMP; véase, por ejemplo, Koivunen, Nature Biotech., 17: 768-74 (1999). Los expertos en la
técnica aprecian que cada una de estas referencias posibilita seleccionar péptidos diferentes de los dados a conocer
realmente siguiendo los procedimientos dados a conocer con diferentes colecciones peptidicas.

Los péptidos orientadores son también de interés, incluyendo péptidos guiados a tumor y péptidos de transporte de
membrana.

Pueden generarse aleatoriamente péptidos ejemplares mediante diversas técnicas conocidas en la materia. Por
ejemplo, las técnicas de sintesis en fase sdlida son bien conocidas en la materia, e incluyen aquellas descritas en
Merrifield, Chem. Polypeptides, pag. 335-61 (Katsoyannis y Panayotis eds) (1973); Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85:
2149 (1963); Davis et al., Biochem. Intl., 10: 394-414 (1985); Stewart y Young, Solid Phase Peptide Synthesis
(1969); patente de EE.UU. n°® 3.941.763; Finn et al., “The Proteins”, 32 ed., 2: 105-253 (1976) y Erickson et al., “The
Proteins”, 32 ed., 2: 257-527 (1976). La sintesis en fase sdlida es la técnica preferida para preparar péptidos
individuales, puesto que es el método mas econémico para preparar péptidos pequerios.

La exposicion en fago es otro método util en la generacion de péptidos para uso en la presente invencién. Se ha
afirmado que puede usarse la seleccion por afinidad de colecciones de péptidos aleatorios para identificar ligandos
peptidicos para cualquier sitio de cualquier producto génico; Dedman et al., J. Biol. Chem., 268: 23025-30 (1993). La
exposicion en fago es particularmente bien adecuada para identificar péptidos que se unen a proteinas de interés
tales como receptores de superficie celular o cualquier proteina que tenga epitopos lineales; Wilson et al., Can. J.
Microbiol., 44: 313-29 (1998); Kay et al., Drug Disc. Today,1: 370-8 (1998). Dichas proteinas se revisan
extensamente en Herz et al., J. Receptor & Signal Transduction Res., 17(5): 671-776 (1997).
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Los péptidos pueden prepararse también en células hospedadoras transformadas usando técnicas de ADN
recombinante. Para hacer eso, se prepara una molécula de ADN recombinante que codifica el péptido. Los métodos
de preparacion de dichas moléculas de ADN y/o ARN son bien conocidos en la materia. Por ejemplo, podrian
extraerse secuencias que codifican los péptidos del ADN usando enzimas de restriccién adecuadas. Las secuencias
relevantes pueden crearse usando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con la inclusiéon de sitios de
restriccion Utiles para la posterior clonacién. Como alternativa, la molécula de ADN/ARN podria sintetizarse usando
técnicas de sintesis quimica tales como el método de fosforamidita. También podria usarse una combinacién de
estas técnicas.

Los agentes bioldgicamente activos adicionales contemplados para uso incluyen proteinas de origen recombinante o
natural, tanto humanas como animales, hormonas, citocinas, factores hematopoyéticos, factores de crecimiento,
factores antiobesidad, factores tréficos, factores antiinflamatorios y enzimas. Dichas proteinas incluyen interferones
(véanse las patentes de EE.UU. n°® 5.372.808, 5.541.293, 4.897.471 y 4.695.623), interleucinas (véase la patente de
EE.UU. n° 5.075.222), eritropoyetinas (véanse las patentes de EE.UU. n° 4.703.008, 5.441.868, 5.618.698,
5.547.933 y 5.621.080), factores estimulantes de colonias de granulocitos (véanse las patentes de EE.UU. n°
4.810.643, 4.999.291, 5.581.476, 5.582.823 y la publicacion PCT n°® 94/17185), factor de citoblastos (publicaciones
PCT n° 91/05795, 92/17505 y 95/17206), NESP (publicacion PCT n°® U594/02957), osteoprotegerina (publicacién
PCT n° 97/23614), antagonista de receptor de interleucina (IL-1ra) (publicaciones PCT n° 91/08285 y 92/16221) y
leptina (proteina OB) (publicaciones PCT n°® 96/40912, 96/05309, 97/00128, 97/01010 y 97/06816).

Ademas, los agentes biolégicamente activos pueden incluir también insulina, gastrina, prolactina, hormona
adrenocorticotrépica (ACTH), hormona estimulante de tiroides (TSH), hormona luteinizante (LH), hormona
estimulante de foliculo (FSH), gonadotropina corionica humana (HCG), motilina, interferones (a, B, y), interleucinas
(de IL-1 a IL-12), factor de necrosis tumoral (TNF), proteina de unién al factor de necrosis tumoral (TNF-bp), factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), factor neurotréfico derivado de glia (GDNF), factor neurotréfico 3 (NT3),
factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento neurotréfico (NGF), factores de crecimiento
Oseos tales como osteoprotegerina (OPG), factores de crecimiento de tipo insulina (IGF), factor estimulante de
colonias de macréfagos (M-CSF), factor estimulante de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF), factor de
crecimiento derivado de megacariocitos (MGDF), factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), trombopoyetina,
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PGDF), factores de crecimiento simuladores de colonias (CSF),
proteina morfogenética 6sea (BMP), superdxido dismutasa (SOD), activador de plasminégeno de tejido (TPA),
urocinasa, estreptocinasa y calicreina.

La transtiretina (TTR) contemplada para uso en la presente invencion tendrd las secuencias de ADN y aminoacidica
de TTR como se resefian en Mita et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 124(2): 558-564 (1984). Estas
secuencias se han depositado en Genbank con el nimero de acceso K02091. La secuencia de TTR de 127
aminoacidos usada en la presente memoria no incluye la secuencia sefal (aminoacidos 1-20) de la secuencia
K02091 y se exhibe a continuacion como SEQ ID NO:1.

SEQID NO:1

GPTGTGESKCPLMVKVLDAVRGSPAINVAVHVFRKAADDTWEPFASGKTSESGEL
HGLTTEEEFVEGIYKVEIDTKSYWKALGISPFHEHAEVVFTANDSGPRRYTIAAL
LSPYSYSTTAVVTNPKE

El término “variante de TTR” designa una molécula o secuencia que es una forma modificada de una TTR nativa.
Por ejemplo, una TTR nativa comprende sitios que pueden eliminarse debido a que proporcionan rasgos
estructurales o de actividad biolégica que no son necesarios para las moléculas de fusion de la presente invencion.
Por tanto, el término “variante de TTR” comprende una molécula o secuencia que carece de uno 0 mas sitios o
residuos de TTR nativa 0 en que se ha reemplazado uno o0 mas sitios o residuos de TTR nativa por un aminoacido
diferente 0 en que se ha afiadido uno o mas residuos a la secuencia. Con fines ejemplares, una variante de TTR en
la que se ha reemplazado el residuo de alanina en la posicion de secuencia aminoacidica 37 por un residuo de
cisteina, se designara variante de TTR (A37C), y una variante de TTR en la que se han reemplazado el residuo de
alanina en la posicion de secuencia aminoacidica 37 y el residuo de glicina en la posicion de secuencia
aminoacidica 83 por un residuo de cisteina, se designara variante TTR (A37C/G83C).

En una realizacion, puede fusionarse una TTR o variante de TTR fusionada con un agente biolégicamente activo con
una tercera proteina o fragmento de proteina que estabiliza adicionalmente la proteina de fusion TTR-agente
biolégicamente activo, y aumenta asi la semivida de la fusion resultante en suero. Los ejemplos de dichas proteinas
o fragmentos de las mismas adicionales que pueden usarse en dichos métodos y composiciones incluyen el dominio
Fc o el dominio CH2 de una inmunoglobulina, o cualquier otro dominio de proteina que un experto en la técnica
reconozca que tiene propiedades que aumentarian la estabilidad de la proteina (véase, por ejemplo, el Ejemplo 29
siguiente). Dichos grupos de proteinas pueden fusionarse con el extremo carboxilo o amino de la proteina de fusion
TTR-agente biolégicamente activo, o pueden disponerse entre la TTR y el agente biolégicamente activo. Se
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contempla que puedan disponerse ligadores o espaciadores, segun sea necesario, entre cada uno de los dominios
de la proteina de fusion para facilitar su actividad deseada.

En otra realizacion, la TTR o variante de TTR de la invencion puede reticularse guimicamente con el agente
biolbgicamente activo. La reticulacion de proteinas puede efectuarse usando, por ejemplo, 3-(2-piridilditio)propionato
de N-succinimidilo (SPDP) segun procedimientos establecidos publicados. Estan facilmente disponibles agentes de
reticulacion adicionales y pueden identificarse por un experto en la técnica. Para los detalles del procedimiento
anterior, véanse, por ejemplo, Karpovsky et al., J. Exp. Med. 160, 1686-1701 (1984); Pérez et al., Nature, 316, 354-
356 (1985) o Titus et al., Journal of Immunology, 139, 3153-3158 (1987).

En otra realizacién, puede enlazarse covalentemente una molécula con la proteina de fusién de tal modo que
aumente la estabilidad y/o semivida sérica. Por ejemplo, puede modificarse quimicamente una TTR o variante de
TTR preferida usando polimeros hidrosolubles tales como polietilenglicol (PEG). El grupo de PEG puede ser de
cualquier peso molecular conveniente y puede ser de cadena lineal o ramificada. El peso molecular medio del PEG
estara preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 2 kDa a aproximadamente 100 kDa, més preferiblemente
de aproximadamente 5 kDa a aproximadamente 50 kDa, lo mé&s preferiblemente de aproximadamente 20 kDa.

Los grupos de PEG se ligardn generalmente con los compuestos de la invencion mediante acilacion, alquilacion
reductiva, adicion de Michael, tioalquilacion u otros métodos de conjugacion/ligamiento quimioselectivos a través de
un grupo reactivo en el resto PEG (por ejemplo, un grupo aldehido, amino, éster, tiol, haloacetilo, maleimido o
hidrazino) con un grupo reactivo en el compuesto diana (por ejemplo, un grupo aldehido, amino, éster, etiol,
haloacetilo, maleimido o hidrazino).

Otros polimeros hidrosolubles usados incluyen copolimeros de etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa,
polivinilalcohol, polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,3,6-trioxano, copolimero de etileno/anhidrido maleico,
poliaminoé&cidos (homopolimeros o copolimeros aleatorios) y dextrano.

Puede prepararse una molécula de ADN que codifica el péptido de interés, proteina de interés, TTR o variante de
TTR usando métodos de tecnologia de ADN recombinante bien conocidos tales como los expuestos en Sambrook et
al. (“Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY [1989])
y/o Ausubel et al., eds, “Current Protocols in Molecular Biology”, Green Publishers Inc. y Wiley and Sons, NY (1994).
Puede obtenerse un gen o ADNc que codifica la proteina de interés o fragmento de la misma, por ejemplo, cribando
una coleccion genémica o de ADNc con una sonda adecuada. Las sondas adecuadas incluyen, por ejemplo,
oligonucleétidos, fragmentos de ADNc o fragmentos de ADN gendmico que se espera que tengan cierta homologia
con el gen que codifica la proteina de interés, de tal modo que la sonda hibridara con el gen que codifica la proteina
de interés en condiciones de hibridacion selectivas. Un medio alternativo de cribar una coleccion de ADN es
mediante amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del gen que codifica la proteina de interés.
La PCR se logra tipicamente usando “cebadores” oligonucleotidicos que tienen una secuencia que se cree que tiene
suficiente homologia con el gen que se va a amplificar, de tal modo que hibridara al menos una porcion suficiente del
cebador con el gen.

Como alternativa, puede prepararse un gen que codifica el péptido de interés o proteina de interés mediante sintesis
guimica usando métodos bien conocidos por el experto en la técnica tales como los descritos por Engels et al.,
Angew. Chem. Intl. Ed., 28: 716-734 (1989). Estos métodos incluyen, entre otros, los métodos de fosfotriéster,
fosforamidita y H-fosfonato para la sintesis de acido nucleico. Es un método preferido para dicha sintesis quimica la
sintesis soportada por polimeros que usa la quimica de fosforamidita estandar. Tipicamente, el ADN que codifica la
proteina de interés serd de varios cientos de nucleodtidos de longitud. Los &cidos nucleicos mayores de
aproximadamente 100 nucle6tidos pueden sintetizarse como varios fragmentos usando estos métodos. Los
fragmentos pueden ligarse entonces conjuntamente formando un gen que codifica la proteina de interés completa.
Habitualmente, el fragmento de ADN que codifica el extremo amino del polipéptido tendrd un ATG, que codifica un
residuo de metionina. Esta metionina puede estar presente o no en la forma madura de la proteina de interés. La
metionina puede eliminarse dentro de la célula o durante el proceso de secrecidén. Los polipéptidos de TTR
preferidos pueden incluir TTR con la secuencia de acido nucleico alterada para optimizar la expresiéon en E. coli y
para introducir sitios de restriccion convenientes. Se describe una discusion general de la optimizacién de coddn
para expresion en E. coli en Kane, Curr. Opin. Biotechnol., 6: 494-500 (1995).

Una vez se han obtenido los genes que codifican la proteina de interés y el polipéptido de TTR, pueden modificarse
usando métodos estandares para crear sitios de endonucleasa de restriccion en los extremos 5 y/o 3'. La creacion
de los sitios de restriccion permite insertar los genes apropiadamente en vectores de amplificacion y/o expresion. La
adicion de sitios de restriccion se logra tipicamente usando PCR, en que un cebador de cada reaccion de PCR
contiene tipicamente, entre otros, la secuencia nucleotidica del sitio de restriccion deseado.

El gen o ADNc que codifica el péptido de interés o proteina de interés puede insertarse en un vector de expresion
apropiado para expresion en una célula hospedadora. El vector se selecciona para que sea funcional en la célula
hospedadora particular empleada (concretamente, el vector es compatible con la maquinaria de la célula
hospedadora de tal modo que pueda ocurrir la amplificacion y/o expresion del gen que codifica la proteina de
interés).
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Tipicamente, los vectores usados en cualquiera de las células hospedadoras contendran un promotor (también
designado como una “secuencia flanqueante en 5) y otros elementos reguladores asi como uno o unos
potenciadores, un elemento de origen de replicacion, un elemento de terminacién transcripcional, un elemento de
sitio de union a ribosoma, una regiéon de poliligador para insertar el acido nucleico que codifica el polipéptido a
expresar y un elemento de marcador seleccionable. Cada uno de estos elementos se discute a continuacién.
Opcionalmente, el vector puede contener una secuencia de ADN “marcadora”, concretamente una secuencia
oligonucleotidica localizada en el extremo 5 o 3’ del constructo de ADN de fusion. EI ADN marcador codifica una
molécula tal como hexaHis, c-myc, FLAG (Invitrogen, San Diego, CA) u otra secuencia inmunogénica pequefia.
Cuando se dispone en el marco de lectura apropiado, este marcador se expresara junto con la proteina de fusién, y
puede servir como marcador de afinidad para la purificacion de la proteina de fusiéon de la célula hospedadora.
Opcionalmente, el marcador puede eliminarse posteriormente de la proteina de fusién purificada mediante diversos
medios tales como usar una peptidasa seleccionada, por ejemplo.

El promotor puede ser homdlogo (concretamente, de la misma especie y/o cepa que la célula hospedadora),
heter6logo (concretamente, de una especie distinta de la especie o cepa de célula hospedadora), hibrido
(concretamente, una combinacion de promotores de mas de una fuente), sintético o puede ser el promotor de la
proteina de interés nativa. Adicionalmente, el promotor puede ser un promotor constitutivo o inducible. Como tal, la
fuente del promotor puede ser cualquier organismo unicelular procariético o eucaridtico, cualquier organismo
vertebrado o invertebrado o cualquier planta, a condicion de que el promotor sea funcional y puede activarse por la
magquinaria de la célula hospedadora.

Los promotores utiles en los vectores de esta invencién pueden obtenerse mediante cualquiera de varios métodos
bien conocidos en la materia. Tipicamente, los promotores Utiles en la presente memoria se habran identificado
anteriormente mediante cartografia y/o digestiébn con endonucleasa de restriccion y pueden aislarse por tanto de la
fuente de tejido apropiado usando las endonucleasas de restriccion apropiadas. En algunos casos, puede ser
conocida la secuencia nucleotidica completa del promotor. Aqui, el promotor puede sintetizarse usando los métodos
descritos anteriormente para sintesis de acido nucleico o clonacion.

Cuando se conoce toda o solo una porcion de la secuencia del promotor, puede obtenerse el promotor completo
usando PCR y/o cribando una coleccion genémica con fragmentos de secuencia oligonucleotidica y/o flanqueante
en 5’ de la misma u otra especie.

Los promotores adecuados para practicar esta invencion son promotores inducibles tales como el promotor lux, el
promotor lac, el promotor de arabinosa, el promotor trp, el promotor tac, el promotor tna, promotores A sintéticos (del
bacteriéfago A) y los promotores T7 o T7. Los promotores preferidos incluyen los promotores lux y lac.

El elemento de origen de replicacion es tipicamente una parte de vectores de expresion procariéticos adquiridos
comercialmente o construidos por el usuario. En algunos casos, la amplificacion del vector a un cierto nimero de
copias puede ser importante para la expresion éptima de la proteina o polipéptido de interés. En otros casos, se
prefiere un nimero de copias constante. En cualquier caso, puede seleccionarse facilmente un vector con un origen
de replicacion que satisfaga los requisitos por el experto en la técnica. Si el vector de eleccidn no contiene un sitio de
origen de replicacion, puede sintetizarse quimicamente uno basandose en una secuencia conocida, y ligarse con el
vector.

El elemento de terminacién de la transcripcion se localiza tipicamente en 3’ del extremo del constructo de ADN de la
proteina de fusién y sirve para terminar la transcripcion del mensaje de ARN que codifica el polipéptido de fusién.
Habitualmente, el elemento de terminacion de la transcripcién en células procariéticas es un fragmento rico en G-C
seguido de una secuencia de poli-T. Aunque el elemento se clona facilmente a partir de una coleccién o incluso se
adquiere comercialmente como parte de un vector, puede sintetizarse también facilmente usando métodos para la
sintesis de &cidos nucleicos tales como los descritos anteriormente.

Los vectores expresion contienen tipicamente un gen que codifica un marcador seleccionable. Este gen codifica una
proteina necesaria para la supervivencia y crecimiento de una célula hospedadora cultivada en un medio de cultivo
selectivo. Los genes marcadores de seleccion tipicos codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibidticos
u otras toxinas, por ejemplo, ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol o kanamicina para células hospedadoras
procaridticas, (b) complementan deficiencias auxotroficas de la célula o (c) suministran nutrientes criticos no
disponibles en medios complejos. Son marcadores seleccionables preferidos el gen de resistencia a kanamicina, el
gen de resistencia a ampicilina, el gen de resistencia a cloranfenicol y el gen de resistencia a tetraciclina.

El elemento de unién a ribosoma, denominado cominmente secuencia de Shine-Dalgarno en procariotas, es
necesario para la iniciacion de la traduccion del ARNm. El elemento esta localizado tipicamente en 3’ del promotor y
en 5’ de la secuencia de codificacion del constructo de ADN de la proteina de fusion. La secuencia de Shine-
Dalgarno es variable, pero es tipicamente una polipurina (concretamente, tiene un alto contenido de A-G). Se han
identificado muchas secuencias de Shine-Dalgarno, cada una de las cuales puede sintetizarse facilmente usando los
métodos expuestos anteriormente y usarse en un vector procariotico.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2400341 T3

Cuando uno o mas de los elementos expuestos anteriormente no esta ya presente en el vector a usar, puede
obtenerse individualmente y ligarse con el vector. Los métodos usados para obtener cada uno de los elementos son
bien conocidos por el experto en la técnica y son comparables con los métodos expuestos anteriormente
(concretamente, sintesis de ADN, cribado de colecciones).

Cada elemento puede ligarse individualmente en el vector cortando el vector con la endonucleasa o endonucleasas
de restriccion apropiadas de tal modo que los extremos del elemento a ligar y los extremos del vector sean
compatibles para ligamiento. En algunos casos, puede ser necesario “volver romos” los extremos a ligar
conjuntamente para obtener un ligamiento satisfactorio. Puede lograrse volverlos romos rellenando en primer lugar
los “extremos adhesivos” usando una enzima tal como ADN polimerasa Klenow o ADN polimerasa de T4 en
presencia de los cuatro nucleétidos. Este procedimiento es bien conocido y se describe, por ejemplo, en Sambrook
et al., supra.

Como alternativa, pueden ligarse conjuntamente en primer lugar dos 0 mas de los elementos a insertar en el vector
(si se van a colocar adyacentes entre si) y ligarse entonces con el vector.

Otro método para construir el vector es realizar todos los ligamientos de los diversos elementos simultaneamente en
una mezcla de reaccion. Aqui, pueden generarse muchos vectores sin sentido o no funcionales debido al ligamiento
0 insercion inapropiada de los elementos, sin embargo, el vector funcional puede identificarse por la expresion del
marcador seleccionable. La secuencia apropiada del producto de ligamiento puede confirmarse mediante digestion
con endonucleasas de restriccion o mediante secuenciacion de ADN.

Después de construir el vector e insertar un constructo de ADN de proteina de fusion en el sitio apropiado del vector,
puede insertarse el vector completado en una célula hospedadora adecuada para la expresion de la proteina de
fusién.

Las células hospedadoras adecuadas para la presente invencion son células bacterianas. Por ejemplo, diversas
cepas de E. coli (por ejemplo, HB101, JM109, DH5a, DH10 y MC1061) son células hospedadoras bien conocidas
para uso en la preparacion de polipéptidos recombinantes. La eleccion de la cepa bacteriana se hace tipicamente de
modo que la cepa y el vector de expresion a usar sean compatibles. Pueden emplearse también diversas cepas de
B. subtilis, Pseudomonas spp., otras Bacillus spp. y Streptomyces spp. en la practica de esta invencion junto con
vectores de expresion apropiados.

La insercion (también designada como ‘“transformacion” o “transfeccion”) del vector en la célula hospedadora
seleccionada puede lograrse usando métodos tales como precipitacion con fosfato de calcio o electroporacion. El
método seleccionado sera en parte funcién del tipo de célula hospedadora a usar. Estos métodos y otros métodos
adecuados son bien conocidos por el experto en la técnica y se exponen, por ejemplo en Sambrook et al., supra.

Las células hospedadoras que contienen el vector (concretamente, células hospedadoras transformadas o
transfectadas) pueden cultivarse usando uno o mas medios estandares bien conocidos por el experto en la técnica.
El medio seleccionado contendré tipicamente todos los nutrientes necesarios para el crecimiento y supervivencia de
las células hospedadoras. Son medios adecuados para cultivar células de E. coli, por ejemplo, caldo Luria (“LB”),
caldo YT, SOB, SOC y/o caldo Terrific (“TB”).

Hay varios modos de preparar el constructo de ADN que codifica la proteina de fusion que comprende el gen de
TTR, el gen que codifica el péptido o proteina de interés y, opcionalmente, una molécula de ADN que codifica un
péptido ligador que esta localizado entre los dos genes.

En un procedimiento, pueden ligarse conjuntamente el gen de TTR y el gen que codifica la proteina de interés (los
“genes del coparticipe de fusidn”) en cualquier orientacion (por ejemplo, el gen de TTR en el extremo 5 o 3’ del
constructo). Cuando se va a incluir una molécula de ADN ligador, puede ligarse en primer lugar con uno de los
genes del coparticipe de fusion y ese constructo puede ligarse entonces con el otro gen del coparticipe de fusion.
Los ligamientos se logran tipicamente usando la enzima ADN ligasa de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Un procedimiento separado proporciona para el primer ligamiento un gen del coparticipe de fusion en el vector
seleccionado, después de lo cual puede ligarse el otro gen del coparticipe de fusién con el vector en una posicion
que esta en 3’ 0 5’ del primer gen del coparticipe de fusidon. Cuando se va a incluir una molécula de ADN ligador, la
molécula de ADN ligador puede ligarse con el gen del coparticipe de fusion antes o después de ligar el gen con el
vector.

Las TTR-TMP de la presente invenciéon pueden usarse para tratar afecciones conocidas generalmente como
aquellas que implican una deficiencia de megacariocitos/plaguetas existente o una deficiencia de
megacariocitos/plaguetas esperada (por ejemplo, debido a una cirugia planeada o donacién de plaguetas). Dichas
afecciones seran habitualmente el resultado de una deficiencia (temporal o permanente) del ligando de Mpl activo in
vivo. El término genérico para deficiencia de plaquetas es trombocitopenia y, por ello, los métodos y composiciones
de la presente invencién estan generalmente disponibles para tratar trombocitopenia en pacientes necesitados de
ello. La trombocitopenia (deficiencia de plaquetas) puede estar presente por diversas razones, incluyendo
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quimioterapia y otras terapias con una variedad de farmacos, radioterapia, cirugia, pérdida de sangre accidental y
otras afecciones patoldgicas especificas.

Son afecciones patologicas especificas que implican trombocitopenia y pueden tratarse de acuerdo con esta
invencion: anemia aplasica, trombocitopenia idiopatica, tumores metastasicos que dan como resultado
trombocitopenia, lupus sistémico eritematoso, esplenomegalia, sindrome de Fanconi, deficiencia de vitamina B12,
deficiencia de éacido félico, anomalia de May-Hegglin, sindrome de Wiskott-Aldrich y hemoglobinuria nocturna
paroxistica. También ciertos tratamientos para el SIDA dan como resultado trombocitopenia (por ejemplo, AZT).
Ciertos trastornos de la curacion de heridas podrian beneficiarse también de un aumento en los nimeros de
plaguetas.

Con respecto a deficiencias de plaquetas anticipadas, por ejemplo, debido a una cirugia futura, podria administrarse
un compuesto de la presente invencion de varios dias a varias horas antes de la necesidad de plaquetas. Con
respecto a situaciones agudas, por ejemplo, una pérdida de sangre accidental y masiva, podria administrarse un
compuesto de esta invencidn junto con sangre o plaquetas purificadas.

Los compuestos de TMP de esta invencién pueden ser también Gtiles para estimular ciertos tipos de células distintos
de megacariocitos si se encuentra que dichas células expresan el receptor de Mpl. Las afecciones asociadas a
dichas células que expresan el receptor de Mpl estan también dentro del alcance de esta invencion.

Los compuestos de TMP de esta invencion pueden usarse en cualquier situacion en que se desee la produccion de
plaquetas o células precursoras de plaquetas, o en que se desee la estimulacion del receptor c-Mpl. Por tanto, por
ejemplo, los compuestos de esta invencion pueden usarse para tratar cualquier afeccion en un mamifero en la que
haya necesidad de plaquetas o megacariocitos. Dichas afecciones se describen con detalle en las siguientes fuentes
ejemplares: W0O95/26746, W095/21919, W095/18858 y W095/21920.

Los compuestos de TMP de esta invencidon pueden ser también Utiles para mantener la viabilidad o periodo de
almacenamiento de las plaquetas y/o megacariocitos y células relacionadas. Por consiguiente, podria ser util incluir
una cantidad eficaz de uno o0 mas de dichos compuestos en una composicion que contenga dichas células.

Los métodos terapéuticos, composiciones y compuestos de la presente invencion pueden emplearse también, solos
0 en combinacién con otras citocinas, receptores de Mpl solubles, factores hematopoyéticos, interleucinas, factores
de crecimiento o anticuerpos en el tratamiento de estados patoldgicos caracterizados por otros sintomas ademas de
deficiencias de plagquetas. Se prevé que el compuesto de la invencidén se probara til en el tratamiento de algunas
formas de trombocitopenia en combinacion con estimulantes generales de la hematopoyesis, tales como IL-3 0 GM-
CSF. Pueden emplearse también con el ligando de Mpl otros factores estimulantes de megacariocitos,
concretamente, meg-CSF, factor de citoblastos (SCF), factor inhibidor de leucemia (LIF), oncostatina M (OSM) u
otras moléculas con actividad estimulante de megacariocitos. Las citocinas o factores hematopoyéticos ejemplares
adicionales para dicha coadministracion incluyen IL-1a, IL-13, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-11, factor estimulante de
colonias 1 (CSF-1), SCF, GM-CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), EPO, interferén a (IFN-
a), interferén de consenso, IFN-B o IFN-y. Puede ser adicionalmente atil administrar, simultdnea o secuencialmente,
una cantidad eficaz de un receptor soluble de Mpl de mamifero, que parece tener el efecto de causar que los
megacariocitos se fragmenten en plaquetas una vez los megacariocitos han alcanzado la forma madura. Por tanto,
la administracion de un compuesto de la invencion (para potenciar el nimero de megacariocitos maduros) seguido
de la administracion del receptor soluble de Mpl (para inactivar el ligando y permitir que los megacariocitos maduros
produzcan plaquetas) se espera que sea un medio particularmente eficaz de estimular la produccion de plaquetas.
Se ajustaria la dosificacién apropiada para compensar dichos componentes adicionales en la composicion
terapéutica. La progresion del paciente tratado puede monitorizarse mediante métodos convencionales.

En diabetes sacarina no insulinodependiente (DSNID), también conocida como pacientes diabéticos de tipo 2, la
administracion de péptido 1 de tipo glucagon (GLP-1) tiene propiedades antidiabéticas. Sin embargo, el GLP-1 se
degrada rapidamente por la dipeptidil peptidasa IV (DPPIV) después de su liberacién in vivo. Por tanto, es una
ventaja de la presente invencion que pueda fusionarse un péptido GLP-1 o variante del mismo con un polipéptido
TTR de la invencion para estabilizar el GLP-1 y aumentar su semivida in vivo. Por consiguiente, en otra realizacion
de la invencion, puede usarse una proteina de fusion TTR-GLP1 como se describe en la presente memoria para
tratar afecciones conocidas generalmente por implicar diabetes sacarina no insulinodependiente (DSNID), que es
también conocida como diabetes de tipo II.

Un experto en la técnica reconocera que la secuencia de un péptido GLP-1 puede variar de tal modo que mantenga
sus efectos insulinotrépicos. Los ejemplos particulares de dichas variaciones conocidas en la materia incluyen, por
ejemplo, GLP-1 (7-34), (7-35), (7-36) o (7-37); GIn*-GLP-1 (7-37), D-GIn®-GLP-1 (7-37), Thr'®-Lys'®-GLP-1 (7-37) y
Lys1 -GLP-1 (7-37). Se describen ejemplos adicionales de variantes de GLP-1 en las patentes de EE.UU. n°
5.118.666, 5.545.618, 5.977.071, el documento WO02/46227 y en Adelhorst et al., J. Biol.. Chem. 269: 6275 (1994).

Por consiguiente, puede usarse cualquier péptido GLP-1 para generar proteinas de fusién de la invencién, a
condicion de que la proteina de fusion de GLP-1 sea capaz de unirse a e inducir una sefial a través de su receptor
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asociado. Puede medirse la union y activaciéon del receptor mediante ensayos estandares (patente de EE.UU. n°
5.120.712).

La dosis de proteina de fusion eficaz para normalizar la glucosa sanguinea de un paciente dependera de una serie
de factores entre los que se incluyen el peso y edad del sujeto, la gravedad de su incapacidad para regular la
glucosa sanguinea, la via de administracion, la biodisponibilidad, el perfil farmacocinético de la proteina de fusion y
la formulacion como se discute mas detalladamente a continuacion.

Los métodos terapéuticos, composiciones y compuestos de la presente invencion pueden emplearse también, solos
0 en combinacion con otros tratamientos para la diabetes incluyendo insulina e inhibidores de DPP-IV. La
dosificacién de la proteina de fusion de GLP-1 se ajustaria para compensar dichos componentes adicionales en la
composicion terapéutica. La progresion del paciente tratado puede monitorizarse mediante métodos convencionales
tales como, por ejemplo, la monitorizacion de los niveles sanguineos de glucosa.

La presente invencion proporciona también composiciones farmacéuticas de los compuestos de la invencién. Dichas
composiciones farmacéuticas pueden ser para administracion por inyeccién o para administracion oral, nasal,
transdérmica u otras formas incluyendo, por ejemplo, por inyeccién intravenosa, intradérmica, intramuscular,
intramamaria, intraperitoneal, intratecal, intraocular, retrobulbar, intrapulmonar (por ejemplo, farmacos aerosolizados)
0 subcuténea (incluyendo administracion retardada para liberacion a largo plazo); sublingual, anal, vaginal o por
implante quirdrgico, por ejemplo insertado bajo la capsula esplénica, cerebro o en la cérnea. El tratamiento puede
consistir en una sola dosis o una pluralidad de dosis durante un periodo de tiempo. En general, se incluyen en la
invencion las composiciones farmacéuticas que comprenden cantidades eficaces de un compuesto de la invencion
junto con diluyentes, conservantes, estabilizantes, emulsionantes, coadyuvantes y/o portadores farmacéuticamente
aceptables. Dichas composiciones incluyen diluyentes de diverso contenido de tampén (por ejemplo, Tris-HCI,
acetato, fosfato, citrato, etc.), pH y fuerza i6nica; aditivos tales como detergentes y agentes solubilizantes (por
ejemplo, Tween-80, polisorbato 80, etc.), antioxidantes (por ejemplo, &cido ascérbico, metabisulfito de sodio),
conservantes (por ejemplo, tiomersal, alcohol bencilico) y sustancias voluminizantes (por ejemplo, lactosa, manitol) y
la incorporacion del material a preparaciones particuladas de compuestos poliméricos tales como poli(acido lactico),
poli(acido glicdlico), etc. o a liposomas. Puede usarse también acido hialurénico, y este puede tener el efecto de
promover una duracion prolongada de la circulacion. Las composiciones farmacéuticas pueden incluir opcionalmente
otros diluyentes liquidos, semisélidos o sdlidos farmacéuticamente aceptables que sirven como vehiculos,
excipientes 0 medios farmacéuticos, incluyendo monolaurato de polioxietilensorbitan, estearato de magnesio,
hidroxibenzoato de metilo y propilo, almidones, sacarosa, dextrosa, goma arabiga, fosfato de calcio, aceite mineral,
manteca de cacao, y aceite de teobroma. Dichas composiciones pueden influir en el estado fisico, estabilidad,
velocidad de liberacion in vivo y excrecion in vivo de las presentes proteinas y derivados. Véase, por ejemplo,
“Remington's Pharmaceutical Sciences”, 182 Ed. (1990, Mack Publishing Co.; Easton; PA 18042), paginas 1435-
1712.

Las composiciones pueden prepararse en forma liquida o pueden estar en polvo seco, tal como en forma liofilizada.
Las formulaciones de liberacién prolongada implantables estdn también contempladas, asi como las formulaciones
transdérmicas.

Puede ser deseable una formulacion de liberacién controlada. El farmaco podria incorporarse a una matriz inerte
gue permita la liberacién por mecanismos de difusion o lixiviacién, por ejemplo gomas. Pueden incorporarse también
matrices de degeneracion lenta a la formulacion, por ejemplo, alginatos y polisacaridos. Otra forma de liberacién
controlada de este producto terapéutico es mediante un método basado en el sistema terapéutico Oros (Alza Corp.),
concretamente el farmaco se encierra en una membrana semipermeable que permite entrar el agua y empuja fuera
el farmaco a través de una sola abertura pequefia debido a efectos osméticos. Algunos recubrimientos entéricos
tienen también un efecto de liberacion prolongada.

Se contempla también el suministro pulmonar de la presente proteina (o derivados de la misma). La proteina (o
derivado) se suministra a los pulmones de un mamifero por inhalacion y atraviesa el revestimiento epitelial pulmonar
hasta la corriente sanguinea. (Otros informes de esto incluyen Adjei et al., Pharmaceutical Research 7: 565-569
(1990); Adjei et al., International Journal of Pharmaceutics 63: 135-144 (1990) (acetato de leuprolida); Braquet et al.,
Journal of Cardiovascular Pharmacology 13 (supl.5): s. 143-146 (1989) (endotelina 1); Hubbard et al., Annals of
Internal Medicine 3: 206-212 (1989) (1-antitripsina); Smith et al., J. Clin. Invest. 84: 1145-1146 (1989) (1-proteinasa);
Oswein et al., "Aerosolization of Proteins", Proceedings of Symposium on Respiratory Drug Delivery Il, Keystone,
Colorado, marzo de 1990 (hormona de crecimiento humana recombinante); Debs et al., The Journal of Immunology
140: 3482-3488 (1988) (interferon y factor de necrosis tumoral) y Platz et al., patente de EE.UU. n° 5.284.656 (factor
estimulante de colonias de granulocitos).

Se contemplan para uso en la practica de esta invencion un amplio intervalo de dispositivos mecanicos disefiados
para el suministro pulmonar de productos terapéuticos, incluyendo nebulizadores, inhaladores de dosis medida e
inhaladores de polvo, todos los cuales son familiares para los expertos en la técnica.

Son algunos ejemplos especificos de dispositivos comercialmente disponibles adecuados para la practica de esta
invencion el nebulizador Ultravent, fabricado por Mallinckrodt, Inc., St. Louis, Missouri; el nebulizador Acorn I,
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fabricado por Marquest Medical Products, Englewood, Colorado; el inhalador de dosis medida Ventolin,
comercializado por Glaxo Inc., Research Triangle Park, Carolina del Norte y el inhalador de polvo Spinhaler,
fabricado por Fisons Corp., Bedford, Massachusetts.

Todos dichos dispositivos requieren el uso de formulaciones adecuadas para dispensar el compuesto de la
invencion. Tipicamente, cada formulacion es especifica del tipo de dispositivo empleado y puede implicar el uso de
un material propelente apropiado, ademas de diluyentes, coadyuvantes y/o portadores Utiles en terapia.

El compuesto de la invencion deberia prepararse lo mas ventajosamente en forma particulada con un tamafo medio
de particula de menos de 10 um (o micrémetros), lo mas preferiblemente de 0,5 a 5 um, para un suministro mas
eficaz al pulmén distal.

Los portadores incluyen carbohidratos tales como trehalosa, manitol, xilitol, sacarosa, lactosa y sorhitol. Otros
ingredientes para uso en las formulaciones pueden incluir DPPC, DOPE, DSPC y DOPC. Pueden usarse
tensioactivos naturales o sintéticos. Puede usarse polietilenglicol (incluso aparte de su uso en la derivatizacién de
proteina o andlogo). Pueden usarse dextranos, tales como ciclodextrano. Pueden usarse sales biliares y otros
potenciadores relacionados. Pueden usarse celulosa y derivados de celulosa. Pueden usarse aminoécidos, tales
como el uso en una formulacion de tampon.

El régimen de dosificacion implicado en un método para el tratamiento de las afecciones anteriormente descritas se
determinara por el facultativo a cargo, considerando diversos factores que modifican la accion de los farmacos, por
ejemplo, la edad, condicion, peso corporal, sexo y dieta del paciente, la gravedad de cualquier infeccion, el momento
de administracion y otros factores clinicos. Generalmente, la dosis deberia estar en el intervalo de 0,1 pg a 100 mg
del compuesto de la invencién por kg de peso corporal al dia, preferiblemente de 0,1 a 1000 pg/kg; y mas
preferiblemente de 0,1 a 150 pg/kg, administrados en dosis diarias 0 en dosis equivalentes a intervalos més largos o
mas cortos, por ejemplo, cada dos dias, dos veces por semana o dos o tres veces al dia.

Los compuestos de la invencién pueden administrarse mediante una inyeccién en bolo inicial seguida de una
infusion continua para mantener los niveles terapéuticos en circulacion del producto farmacoldgico. Como otro
ejemplo, los compuestos de la invencion pueden administrarse como una dosis por vez. Los expertos en la técnica
optimizaran facilmente las dosificaciones eficaces y los regimenes de administracion, como se determinan por una
buena practica médica y la condicion clinica del paciente individual. La frecuencia de dosificacion dependera de los
pardmetros farmacocinéticos de los agentes y de la via de administracion. La formulacién farmacéutica 6ptima se
determinara por un experto en la técnica dependiendo de la via de administracién y de la dosificacién deseada.
Véase, por ejemplo, “Remington’'s Pharmaceutical Sciences”, 182 Ed. (1990, Mack Publishing Co., Easton, PA
18042), paginas 1435-1712.

Dependiendo de la via de administracion, puede calcularse una dosis adecuada segun el peso corporal, area
superficial corporal o tamafio de érgano.

Las dosificaciones apropiadas pueden establecerse mediante el uso de ensayos reconocidos para determinar los
niveles séricos junto con los datos de dosis-respuesta apropiados. El régimen de dosificacion final se determinara
por el facultativo a cargo considerando diversos factores que modifican la accion de los farmacos, por ejemplo, la
actividad especifica del farmaco, la gravedad del dafio y la sensibilidad del paciente, edad, condicién, peso corporal,
sexo y dieta del paciente, la gravedad de cualquier infeccion, el momento de administracion y otros factores clinicos.
A medida que se realizan los estudios, surgira informacion adicional respecto a los niveles de dosificacion
apropiados y la duracion del tratamiento para diversas enfermedades y afecciones.

Los siguientes ejemplos se pretenden solo para ilustracion, y no deberia considerarse que limiten la invencion en
modo alguno.

Ejemplo 1

Este ejemplo describe la preparacién de ADN para transtiretina humana recombinante nativa (TTR) y las siguientes
variantes de TTR: TTR(C10A), TTR(C10A/A37C), TTR(C10A/D38C), TTR(C10A/A81C), TTR(C10A/G83C), y
TTR(C10A/K15A/G83C).

El plasmido de expresion pAMG21 esta disponible en la ATCC con el nimero de acceso 98113, que se deposito el
24 de julio de 1996 (véase el documento PCT WO 97/23614, publicado el 3 de julio de 1997 para una descripcion
del pAMG21). Se dispuso la secuencia de ADN que codifica TTR, variantes de TTR o fusiones de TTR-péptido bajo
el control del promotor LuxPR en pAMG21.

El hospedador bacteriano GM221 es una cepa K-12 de E. coli que se ha modificado para contener tanto el represor
A sensible a la temperatura cl857s7 en la regidon temprana ebg como el represor lacl® en la regién tardia ebg (68
minutos). La presencia de estos dos genes represores permite el uso de este hospedador con una variedad de
sistemas de expresion, aunque ambos represores son irrelevantes para la expresion de luxPr. El hospedador no
transformado no tiene resistencias a antibioticos. El sitio de union a ribosoma del gen cl857s7 se ha modificado para
incluir un RBS potenciado. Se ha insertado en el operén ebg entre las posiciones nucleotidicas 1170 y 1411 como se
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numeran en el nimero de acceso a Genbank M64441Gb_Ba, con delecion de la secuencia de ebg intermedia. Se
suministré el constructo al cromosoma usando un fago recombinante llamado MMebg-cI857s7 con RBS potenciado
n° 4 en F'tet/393. Después de recombinacion y resolucién, solo permanece en la célula el inserto cromosémico
descrito anteriormente. Se renombré F'tet/GM101. Se modificé entonces F'tet/GM101 mediante el suministro de un
constructo de lacl® en el operdn ebg entre las posiciones nucleotidicas 2493 y 2937 como se numeran en el nimero
de acceso a Genbank M64441Gb_Ba, con delecion de la secuencia de ebg intermedia. Se suministro el constructo
al cromosoma usando un fago recombinante llamado AGebg-lacl® n°5 en F'tet/GM101. Después de recombinacion y
resolucion, solo permanece en la célula el inserto cromosémico descrito anteriormente. Se renombré F'tet/GM221.
Se curd el episoma de F'tet de la cepa usando naranja de acridina a una concentracion de 25 ug/ml en LB. Se
identificé la cepa curada como sensible a tetraciclina y se almacené como GM221.

Se sintetizaron oligonuclettidos (1,0 nM cada uno) mediante el método de fosforamidita. Se alteraron los
nucleétidos, en algunos casos, para una expresion optimizada en E. coli. Estos cambios de codén no dieron como
resultado cambios en la secuencia aminoacidica. Cada uno de los oligonucleétidos utilizados en este ejemplo se
enumera en la Tabla 1.

Se efectud la PCR con polimerasa Expand Long segun el protocolo del fabricante (Boehringer Mannheim). Se
verificaron los productos de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa, se purificaron y digirieron con Ndel y
Xhol (New England Biolabs). Se digirié el vector de expresion pAMG21 de la misma manera y se traté entonces con
fosfatasa intestinal de ternero (Boehringer Mannheim). Se purificaron vector e inserto en un gel de agarosa, se
mezclaron entonces y se ligaron con una ADN ligasa T4 (New England Biolabs). Se realiz6 el ligamiento a 4°C
durante 2 h. Se transform6 cada mezcla de ligamiento mediante electroporaciéon en la cepa hospedadora GM221
descrita anteriormente con un Biorad GenePulser (Biorad Laboratories) usando 2,5 V, 25 uyFD y 200 ohmios en una
cubeta con una longitud de hueco de aproximadamente 2 mm. Después de la electroporacién, se dejaron recuperar
las células en 1 ml de calcio Luria (LB) durante aproximadamente 1 hora a 37°C con agitacion suave. Se sembrd
toda la mezcla de transformacion en agar LB que contenia kanamicina 50 pg/ml. Se crib6é en las colonias la
presencia del peso molecular deseado por PCR usando oligonucleétidos dirigidos contra la secuencia del vector
flanqueante. Se evaluaron los productos de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa. Se crib6 adicionalmente
en los clones positivos la capacidad de producir el producto proteico recombinante y se verifico finalmente mediante
secuenciacion nucleotidica.

Las secuencias de ADN y aminoacidica de la TTR son conocidas (Mita, S et al., Biochem. Biophys. Res. Commun.
124 (2), 558-564 [1984]). Estas secuencias se han depositado en Genbank con el niUmero de acceso K02091. Se
cloné el ADNc de TTR nativa excluyendo el péptido sefal de una coleccion de ADNc derivada de higado humano
(Clontech). Se sintetizaron especificamente un oligonucleétido que codifica ocho codones del extremo 5 de TTR
(oligo 2693-79) y un oligonucledtido que codifica siete codones del extremo 3’ de TTR, incluyendo un codén de
terminacion (oligo 2693-80) y se usaron para amplificar la TTR madura completa con polimerasa Expand Long
usando una coleccion de ADNc de higado humano como molde. Se digiri el fragmento de PCR resultante con Ndel
y Xhol, se purificé en gel y se ligé con el vector de expresion pAMG21 restringido con Ndel/Xhol. Después de 2
horas a 4°C, se electropor6 la mezcla de ligamiento en células GM221. Se escogieron colonias individuales y se
prepar6 el secuencié el ADN plasmidico. Se mostr6 que un plasmido resultante (cepa n® 5316) tiene la secuencia de
ADN correcta de la TTR nativa (mas una metionina en el extremo N) y se usé para expresion. Esta secuencia de
ADN se identifica como SEQ ID NO:2.

Se prepar6 la TTR(C10A) mutante usando el oligonucleétido 2693-80 anterior y el oligonucleétido 2820-88 (incluye
los 11 primeros codones de la TTR nativa en que el codén Cys en la posicion 10 se cambio a Ala). El procedimiento
de PCR y el proceso de seleccion de la cepa de expresion fueron similares a los descritos anteriormente. La cepa
resultante (cepa n® 5619) tenia la secuencia de ADN identificada como SEQ ID NO:3.

Se modificd adicionalmente el plasmido 5619 reemplazando los aminoacidos en las siguientes posiciones: A37, D38,
A81 y G83, por el aminoécido cisteina. Como se describe a continuacion, se us6 cada par de oligonucleétidos
complementarios que albergan las mutaciones deseadas junto con los cebadores 5 y 3' de TTR descritos
anteriormente en un procedimiento de PCR de dos etapas estandar disefiado para mutagénesis especifica de sitio.
Se us6 cada uno de los cebadores de codificacién con un cebador 3’ de TTR y se usé cada uno de los cebadores
inversos con un cebador 5’ de TTR en una PCR de 20 ciclos en que se us6 el plasmido derivado de la cepa 5619
como molde. La PCR resultante amplific los fragmentos 5’ y 3’, se mezclaron y se usaron como molde para la
segunda etapa de PCR, generando mutantes completos. Los procedimientos de clonacién y secuenciacion
posteriores fueron similares a los ya descritos. Se utilizaron los siguientes oligonuclettidos: TTR(A37C) de
codificacién (oligo 2823-91); TTR(A37C) inverso (oligo 2823-3092); TTR(D38C) de codificacién (oligo 2823-93);
TTR(D38C) inverso (oligo 2823-94); TTR(A81C) de codificacion (oligo 282395); TTR(A81C) inverso (oligo 2823-96);
TTR(G83C) de codificacion (oligo 2823-97); TTR(G83C) inverso (oligo 282398). Las cepas de E. coli resultantes que
contienen los plasmidos se describen como sigue: TTR(C10A/A37C) (cepa 5641) tenia la secuencia de ADN
identificada como SEQ ID NO:4. TTR(C10A/D38C) (cepa 5642) tenia la secuencia de ADN identificada como SEQ
ID NO:5. TTR(C1OA/A81C) (cepa 5643) tenia la secuencia de ADN identificada como SEQ ID NO:6.
TTR(C10A/G83C) (cepa 5651) tenia la secuencia de ADN identificada como SEQ ID NO:7.
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La Lys en la posicién 15 de la cepa 5651 se mutagenizo adicionalmente a Ala usando los oligonucleétidos 2953-67 y
2953-68 mediante un procedimiento similar al descrito para las cepas 5641, 5642, 5643 y 5651. La cepa resultante,
TTR(C10A/K15A/G83C) (cepa 5895) tenia la secuencia de ADN identificada como SEQ ID NO:8.

Tabla 1

Oligo Secuencia Numero de ID SEQ
2693-79 GAGGAATAACATATGGGTCCAACTGGTACCGGTGAA 18
2693-80 CCGCGGATCCTCGAGATTATTCCTTGGGATTGGTGA 19
2820-88 GAGGAATAACATATGGGTCCAACTGGTACCGGTGAA

TCCAAGGCTCCT 20
2823-91 AGAAAGGCTTGTGATGACACCTGG 21
2823-92 CCAGGTGTCATCACAAGCCTTTCT 22
2823-93 AGAAAGGCTGCTTGTGACACCTGG 23
2823-94 CCAGGTGTCACAAGCAGCCTTTCT 24
2823-95 TACTGGAAGTGTCTTGGCATCTCC 25
2823-96 GGAGATGCCAAGACACTTCCAGTA 26
2823-97 AAGGCACTTTGCATCTCCCCATTC 27
2823-98 GAATGGGGAGATGCAAAGTGCCTT 28
2953-67 CTGATGGTCGCAGTTCTAGAT 29
2953-68 ATCTAGAACTGCGACCATCAG 30

Ejemplo 2

Este ejemplo describe la preparacion de diversas fusiones de TMP-TTR. Se prepararon varias proteinas de fusion
que contenian TTR y TMP. Cada uno de los oligonucleétidos utilizados en este ejemplo se enumera en la Tabla 2.

Se amplificé en primer lugar un fragmento que contiene TMP de una cepa que alberga un plasmido que codifica una
fusion TMP-Fc completa (véase la publicacion PCT n° 00/24770) usando los oligonucleétidos 2743-96, que codifica
los 7 primeros codones de TMP mas una extension 5’ de 12 nucleétidos que incluye un sitio Ndel, y 2743-97, que
codifica los 7 primeros codones de TTR nativa y los 7 Ultimos codones del TMP de interés. Se mezcld el fragmento
de PCR resultante con plasmido derivado de la cepa 5619 y se us6 la mezcla como molde para los cebadores
oligonucleotidicos 2743-96 y 2693-80, para amplificar la TMP-TTR completa. Se usaron procedimientos similares a
los descritos anteriormente para clonacion y expresion. La cepa resultante, TMP-TTR (cepa 5513), tenia la
secuencia de ADN identificada como SEQ ID NO:9.

Se introdujo entonces el TMP en el extremo N de las cepas 5641, 5642, 5643 y 5651, respectivamente. Se digiri6 el
pldsmido 5513 con Xbal, se purificé en gel del inserto de Xbal/Xbal resultante que contenia el TMP y los 18 primeros
codones de TTR(C10A) y se ligé con el vector restringido con Xbal, tratado con fosfatasa y purificado en gel
derivado de 5641, 5642, 5643 y 5651. Se efectud la secuenciacién de ADN para seleccionar la orientacion correcta
para cada fusion. Las cepas de E. coli resultantes que contienen los plasmidos se describen como sigue: TMP-
TTR(C10A/A37C) (cepa 5704) tenia la secuencia de ADN identificada como SEQ ID NO:10. TMP-TTR(C10A/D38C)
(cepa 5705) tenia la secuencia de ADN identificada como SEQ ID NO:11. TMP-TTR(C10A/A81C) (cepa 5706) tenia
la secuencia de ADN identificada como SEQ ID NO:12. TMP-TTR(C10A/G83C) (cepa 5707) tenia la secuencia de
ADN identificada como SEQ ID NO:13.

Tabla2
Oligo Secuencia Numero de ID SEQ
2743-96 GAGGAATAACATATGATCGAAGGTCCGACTCTGCGT 31
2743-97 TTCACCGGTACCAGTTGGACCTGCGCGTGCTGCAAG
CCATT 32

Ejemplo 3

Este ejemplo describe la preparacion de la fusion PTH(1-34)-TTR(C10A/K15A/G83C). Cada uno de los
oligonucledtidos utilizados en este ejemplo se enumera en la Tabla 3.
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Se sintetizaron dos nuevos oligonucleoétidos, el oligonucleétido 2694-01, que codifica los 7 primeros codones de PTH
humana, y el oligonucleétido 2694-03, que codifica los 7 primeros codones de TTR y los aminoacidos 28-34 de PTH,
para preparar la fusion. Se usaron los oligonucleétidos 2694-01 y 2694-03 en un procedimiento de PCR de 20 ciclos
como se describe anteriormente para amplificar PTH(1-34) con el ligador de TTR. El molde para esta reaccion era
una cepa que alberga un plasmido que codifica una fusién de PTH1-34-Fc (véase la publicacion PCT n° 01/81415).
Se combind la mezcla de PCR resultante con la cepa 5895 y se us6 como molde para amplificar la PTH(1-
34)TTR(C10A/K15A/G83C) completa usando los cebadores 2694-01 y 2693-80. Después de la confirmacion de
secuencia, se designd la cepa de expresidon resultante que contenia el nuevo plasmido como PTH-
TTR(C10A/K15A/G83C) (cepa 5920) y tenia la secuencia de ADN identificada como SEQ 1D NO:14.

Tabla 3
Oligo Secuencia Numero de ID SEQ
2694-01 GAGGAATAACATATGTCTGTTTCTGAAATCCAG 33
2694-03 TTCACCGGTACCAGTTGGACCAAAGTTATGAACGTC 34

Ejemplo 4

Este ejemplo describe la preparacion de una fusion de 1L-1ra-TTR(C10A) y una fusion de TTR(C10A)-GSGS-1L-Ira.
Cada uno de los oligonucledtidos utilizados en este ejemplo se enumera en la Tabla 4.

Para preparar la fusion de 1L-1ra-TTR(C10A), se sintetizaron dos oligonucleétidos, el oligonucledtido 2823-13 que
codifica los 7 primeros codones de la proteina IL-1ra humana, y el oligonucle6tido 2823-14, que codifica los 7 ultimos
aminoécidos de IL-Ira y los 7 primeros aminoacidos de TTR. Se amplific6 el plasmido derivado de una cepa que
expresa IL-1ra (véase la publicacién PCT n°® 91/08285) usando los oligonucle6tidos 2823-13 y 2823-14. Se mezcld el
producto de PCR resultante con plasmido purificado de la cepa 5619 y se usé como molde para amplificar la IL-1ra-
TTR(C10A) completa usando los cebadores oligonucleotidicos 2823-13 y 2693-80. Se cloné el producto de PCR, se
secuencid y se expres6 como se describe anteriormente. La cepa resultante que contiene el nuevo plasmido se
designé IL-1ra-TTR(C10A) (cepa 5644) y tenia la secuencia de ADN identificada como SEQ ID NO:15.

Para preparar TTR(C10A)-IL-1ra, se sintetizaron los dos oligonucle6tidos siguientes, el oligonucledtido 2787-32 que
codifica los 7 Ultimos aminoéacidos de TTR, los 7 primeros aminoacidos de IL-1ra entre los que se introdujo un ligador
GSGS, y el oligonucledtido 2787-33, que codifica los 7 ultimos codones de IL-1ra. Se usaron estos dos cebadores
oligonucleotidicos para amplificar el plasmido 2693, se mezclé el producto de PCR resultante con el plasmido 5619 y
se usaron conjuntamente estos como molde para amplificar la TTR(C10A)-IL-1ra completa usando los cebadores
2787-33 y 2693-79. Se cloné el producto de PCR, se secuencid y se expres6é como se describe anteriormente. La
cepa resultante que contiene el nuevo plasmido se designd TTR(C10A)-IL-1ra (cepa 5645) y tenia la secuencia de
ADN identificada como SEQ ID NO:16.

Tabla 4

Oligo Secuencia Numero de ID SEQ
2823-13 GAGGAATAACATATGCGACCGTCCGGACGTAA 35
2823-14 TTCTACTTCCAGGAAGACGAAGGTCCAACTGGTACC 36
2787-32 GTCGTCACCAATCCCAAGGAAGGTAGTGGTAGCCGA

CCGTCCGGCCGTAAGAGC 37
2787-33 CCGCGGATCCTCGAGATTATTCGTCTTCCTGGAAGT

AGAA 38

Ejemplo 5

Este ejemplo describe la preparacion de TTR(C10A/G83C)-bradicinina. Cada uno de los oligonucleétidos utilizados
en este ejemplo se enumera en la Tabla 5.

Se us6 el plasmido purificado de la cepa 5651 para PCR con el cebador oligonucleotidico 2693-79 y el cebador
oligonucleotidico 2943-47, que es un cebador 3’ de TTR que contiene un sitio de restriccion Pstl. Se purificé en gel
este producto de PCR y se sometié a digestion de restriccién con Ndel y Pstl. Se usé el fragmento de ADN
resultante en una mezcla de ligamiento que contenia AMG21, digerido con Ndel y Xhol, y los ligadores
oligonucleotidicos asociados 2943-48, que codifica el ligador GSGSG, y 2943-49, que codifica el péptido antagonista
de bradicinina KRPPGFSPL con extremos superpuestos Pstl 5' y Xhol 3'. Se transformé GM121 con este producto
de ligamiento y se purificé el ADN de las colonias resistentes a kanamicina. Se confirmé entonces la secuencia de
ADN en las colonias resistentes. Se cultivo la cepa confirmada a 30°C y se indujo la expresion en una fermentacion
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de 10 | descrita a continuacién. La nueva cepa se designé como TTR(C10A/G83C)-bradicinina (cepa 5914) y tenia la
secuencia de ADN identificada como SEQ ID NO:17.

Tabla b
Oligo Secuencia Numero de ID SEQ
2693-79 GAGGAATAACATATGGGTCCAACTGGTACCGGTGAA 39
2943-47 AATATACTGCAGTGGTGGAATAGGAG 40
2043-48 GTCGTCACCAATCCCAAGGAAGGATCAGGATCCGGA
AAACGTCCGCCGGGTTTCTCCCCGCTGTAATC 41
2943-49 TCGAGATTACAGCGGGGAGAAACCCGGCGGACGTTTT
CCGGATCCTGATCCTTCCTTGGGATTGGTGACGACTGCA 42

Ejemplo 6

Este ejemplo describe la expresion recombinante de constructos de TTR y fusion de TTR en E. coli. En cada una de
las TTR o fusiones de TTR recién construidas se examind en primer lugar la expresion soluble a temperaturas en el
intervalo de 16°C a 37°C. Con este fin, se cultivaron cultivos (25 ml) de GM221 que expresan cada una de las TTR o
fusiones de TTR en medio LB suplementado con kanamicina 50 pg/ml a 37°C hasta que la densidad optica (DO) a
600 nm alcanzé de 0,5 a 1,0. Se dispusieron entonces los cultivos en agitadores con ajustes de temperatura a 16°C,
20°C, 25°C, 30°C, 34°C y 37°C, respectivamente. Se consiguié la induccién de la expresion del producto génico del
promotor [uxPR después de la adicién del autoinductor sintético N-(3-oxohexanoil)-DL-homoserinalactona al medio
de cultivo a una concentracion final de 20 ng/ml. Después de 6 horas, se examiné en los cultivos bacterianos por
microscopia la presencia de cuerpos de inclusién. Pudo conseguirse a menudo una expresion soluble o parcialmente
soluble cultivando los cultivos a temperaturas menores de 30°C para TTR y sus fusiones, y se usé esta temperatura
para expresion a gran escala. En los casos en que no pudo conseguirse expresién soluble, se usaron las
temperaturas a las que el nivel de expresion era maximo para agitadores o fermentadores a gran escala.

La expresion a gran escala se realiz6 normalmente en matraces de 4 |. Se inocularon de 4 a 8 agitadores de 4 | que
contenian 1 | de LB con cultivos de una noche de TTR 0 sus cepas de fusion. Se realizé la expresién esencialmente
como se describe anteriormente. Se recogieron las células mediante centrifugacion.

La etapa de fermentacion, que emplea una técnica aséptica, empieza con la inoculaciéon de un cultivo de semilla de
cepas producidas en un matraz agitado que contiene 500 ml de caldo Luria esterilizado. Cuando este cultivo obtenia
la densidad celular apropiada (0,8-2 a 600 nm), se usaron los contenidos para inocular un fermentador de 20 | que
contenia 10 | de medio de crecimiento basado en complejo. Se mantiene el fermentador a 30°C y pH 7 con niveles
de oxigeno disuelto mantenidos a un 30% de saturacién. Cuando la densidad celular alcanzé una densidad Optica de
10-12 unidades de DO a 600 nm, en dicho punto se indujo el cultivo mediante la adicion de N-(3-oxohexanoil)
homoserinalactona. A las 6 horas después de la induccién, se recogieron las células del fermentador mediante
centrifugacion.

Ejemplo 7

Este ejemplo describe la purificacion de TTR(C10A/G83C)-bradicinina. Se descongelaron aproximadamente 193 g
de pasta de E. coli del clon 5914 almacenada a -80°C en 1447 ml de Tris-HCI 50 mM, EDTA 5 mM, pH 8,0. Se
disolvieron 50 comprimidos de cdctel inhibidor de proteasa de Sigma 1-873-580 (Saint Louis, MO) en la suspension
celular y se paso la suspension a través de un microfluidificador de modelo 110-Y (Microfluidics, Newton, MA) dos
veces a 82,7 MPa. Se centrifugd el lisado (Figura 1, carril 2) a 11.325 x g durante 50 min a 4°C. Se retir6 el
sobrenadante como fraccion soluble. Se calent6 la fraccién soluble en un bafio de agua a 65°C durante 30 minutos
en frascos de polipropileno, en cuyo momento la temperatura del contenido era de 63°C. Se centrifug6 la fraccion
soluble a 11.325 x g durante 50 minutos a 4°C. Se retiré el sobrenadante como termosoluble (Figura 1, carril 3). Se
filtré la fraccion termosoluble a través de un filtro de acetato de celulosa de 0,45 pm con dos prefiltros y se cargd
entonces en una columna Q-Sepharose Fast Flow de 240 ml (5 cm de DI) (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ) a 20 ml/min equilibrada con tampén Q A (Tris-HCI 20 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,0) a temperatura
ambiente (aproximadamente 23°C). Se lavé la columna con aproximadamente 2300 ml de tamp6n Q A a 20 ml/min.
Se eluy6 la columna Q con 15 volimenes de columna de gradiente lineal de 60% de tampo6n Q B (Tris-HCI 20 mM,
NaCl 1 M, EDTA 2,5 mM, pH 8,0), seguido de una etapa de 2 voliumenes de columna de 100% de tampén Q B. Se
agruparon las fracciones que contenian la fusién de TTR determinadas por PAGE-SDS en un solo agrupamiento Q
(1150 ml) (Figura 1, carril 4) y se afiadieron 1,77 g de DTT. Se agité suavemente el agrupamiento Q durante 30 min
a temperatura ambiente (aproximadamente 23°C). Se afadieron lentamente al agrupamiento Q 410 ml de sulfato de
amonio 3,8 M a pH 7,0 y se redujo el pH de aproximadamente 7,5 a 7,0 mediante la adicién lenta de HCI 1 M. Se
cargé entonces aproximadamente la mitad del agrupamiento Q en una columna de fenil-Sepharose de alta
resolucion de 84 ml (2,6 cm de DI) (Amersham Pharmacia Biotech) en tampon P A (NaH,PO4 50 mM, sulfato de
amonio 1 M, pH 7,0) a 10 ml/min. Se lavo la columna con aproximadamente 170 ml de tamp6n P A seguido de
eluciones en tres etapas usando 50%, 80% y 100% de tampén P B (NaH2PO4 50 mM, pH 7,0). Se proceso entonces
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la mitad restante del agrupamiento Q usando el mismo protocolo que la primera mitad. Se agruparon las fracciones
que contenian la fusiéon de TTR determinadas por PAGE-SDS en un solo agrupamiento P (260 ml) (Figura 1, carril 5)
y se dializé el agrupamiento P frente a 4 | de tampon HA A (NaH2PO4 10 mM, pH 7,0) durante 2 horas a temperatura
ambiente (aproximadamente 23°C) usando conductos de didlisis de 8 kDa de corte de 20,4 mm de diametro
(Spectrum Laboratories Inc., Rancho Dominguez, CA). Se cambié el tampdn de dialisis por 4 | de tamp6n HA A
reciente y se continu6 la dialisis durante aproximadamente 15 horas adicionales. Se retird el agrupamiento P de la
didlisis y se afiadieron 600 ul de DTT 1 M seguido de incubacion a temperatura ambiente (aproximadamente 23°C)
durante aproximadamente 1 hora. Se carg6 el agrupamiento P en una columna de hidroxiapatito ceramico de tipo 1
de 105 ml (2,6 cm) (Bio-Rad Inc., Hercules, CA) a 10 ml/min en tampén HA A. Se lavo la columna con
aproximadamente 210 ml de tamp6n HA A a 10 mil/min, seguido de 4 etapas de 12,5%, 25%, 50% y 100% de
tampon HA B (NaH2PO4 400 mM, pH 7,0). Se combind el flujo como agrupamiento HA (340 ml) (Figura 1, carril 6) y
se afadieron 524 mg de DTT seguido de incubacion a temperatura ambiente (aproximadamente 23°C) durante 1
hora.

Se cargd aproximadamente la mitad del agrupamiento HA en una columna Source 15Q de 47 ml (2,6 cm de DlI)
(Amersham Pharmacia Biotech) a 10 ml/min seguido de un lavado con aproximadamente 250 ml de tampén Q A. Se
eluyo la columna con un gradiente lineal de 20 volimenes de columna de 10 a 50% de tampon Q B seguido de una
etapa de 2 volimenes de columna de 100% de tamp6n Q B. Se procesd entonces la mitad restante del
agrupamiento HA usando el mismo protocolo que la primera mitad. Se agruparon las fracciones que contenian la
fusiébn de TTR determinadas por PAGE-SDS en un solo agrupamiento Q2 (260 ml) y se concentraron a
aproximadamente 75 ml usando una célula agitada con una membrana de 10 kDa. Se filtr6 entonces el
agrupamiento Q2 (Figura 1, carril 7) a través de un filtro de acetato de celulosa de 0,22 um y se determiné que la
concentracion de proteina era de 16,9 mg/ml usando un coeficiente de extinciéon calculado de 18.450 M*ecm™. Se
determind que el nivel de pirégenos era <1 UE/mg de proteina usando el ensayo de lisado de amebocitos de Limulus
(Associates of Cape Cod, Falmouth, MA). Se determiné que el contenido de acido nucleico era despreciable, puesto
gue se determiné que la relacion de absorbancia a 260 nm frente a 280 nm era de 0,52.

Ejemplo 8

Este ejemplo demuestra que fusionar un péptido con el extremo C o extremo N de TTR(C10A/G83C) no tiene un
impacto significativo sobre su estructura oligomeérica. Se redujeron TTR(C10A/G83C), PTH-TTR(C10A/K15A/G83C)
y TTR(C10A/G83C)-bradicinina en Tris 20 mM, pH 8,0 y NaCl aproximadamente 250 mM con DTT 9 mM durante
aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente (aproximadamente 23°C). Se inyectaron aproximadamente 50 g
de la TTR reducida en una columna Biosep-Sec-S 3000 (7,8 mm de DI x X 300 mm) (Phenomenex, Torrance, CA)
en tampodn SEC (NaH.PO4 50 mM, NaCl 500 mM, pH 6,7) a 1 ml/min. Se usaron patrones de peso molecular de Bio-
Rad (151-1901) para calibrar la columna y calcular el tamafio molecular aproximado de las muestras inyectadas.
Como puede observarse en la Figura 2, la TTR(C10A/G83C) eluia aproximadamente a los 8,8 minutos
correspondiendo a un tamafio molecular de 49 kDa, que es comparable con el peso molecular calculado del
tetrdmero de 55 kDa. La PTH-TTR(C10A/K15A/G83C) eluia aproximadamente a los 8,6 min correspondiendo a un
tamafio molecular de 67 kDa, que es cercano al calculado de 71 kDa para el tetrdmero. La TTR(C10A/G83C)-
bradicinina eluia aproximadamente a los 8,7 min correspondiendo a un tamafio molecular de 57 kDa, que es también
cercano al calculado de 60 kDa para el tetramero.

Ejemplo 9

Este ejemplo demuestra que fusionar una proteina que contiene enlaces disulfuro con el extremo C o el extremo N
de TTR(C10A) no tiene un impacto significativo sobre su estructura oligomérica. Se inyectaron aproximadamente 50
Hg de cada una de TTR(C10A), IL-1ra-TTR(C10A) y TTR(C10A)-IL-1ra en una columna Biosep-Sec-S 3000 (7,8 mm
de DI X 300 mm) (Phenomenex) en tampon SEC a 1 ml/min. Se usaron patrones de peso molecular de Bio-Rad
(151-1901) para calibrar la columna y calcular el peso molecular aproximado de las muestras inyectadas. Como
puede observarse en la Figura 3, la TTR(C10A) eluye aproximadamente a los 8,8 min, que corresponde a un tamafio
molecular de 49 kDa que es comparable con el peso molecular calculado del tetramero de 55 kDa. La fusion IL-1ra-
TTR(C10A) eluia aproximadamente a los 7,9 min, correspondiente a un tamafio molecular de 188 kDa, que es
notablemente mayor que el esperado para el tetramero de 124 kDa. De forma similar, la TTR(C10A)-IL-1ra eluia
aproximadamente a los 7,9 min, correspondiendo de nuevo a un tamafio molecular de 188 kDa en comparacion con
los 124 kDa esperados para el tetrdmero. Estas discrepancias de tamafio son probablemente debidas a la forma de
la molécula, puesto que la cromatografia de exclusion por tamafio depende de la forma y los patrones se calibran
para proteinas globulares.

Ejemplo 10

Este ejemplo compara la unién de una secuencia de TMP fusionada con el extremo carboxilo de Fc de
inmunoglobulina humana (Fc-TMP) y TMP(m)-TTR con receptor soluble de leucemia mieloproliferativa (MPL)
humana. Ademas, este ejemplo muestra el efecto de la pegilacion de la cisteina de TTR nativa sobre la unién de la
fusién de TMP con el receptor de MPL. La preparacion de las fusiones de TTR pegiladas se describe con detalle en
el Ejemplo 13.
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Para este ejemplo, se unié covalentemente el receptor de MPL humana con un chip CM5 de BlAcore a R = 1300 Ry
usando la quimica de EDC/NHS segun las instrucciones del fabricante (BIAcore, Uppsala, Suecia). Se pasaron todas
las muestras por el chip a 50 pl/min en PBS de Dulbecco (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) con seroalbiimina bovina
0,1 mg/ml y 0,005% de P20 (polioxietilensorbitan). Se tomo el criterio de valoracion de equilibrio 3 min después de la
inyeccion. Como puede observarse en la Figura 4, la Fc-TMP muestra caracteristicas de unién superiores en
comparacién con TMP(m)-TTR. Adicionalmente, esta figura demuestra que la pegilacion de la cisteina de TTR nativa
(Cys10) interfiere con la unién de TMP al receptor de MPL. La unién de TMP(m)-TTR-PEG 5K mostré una respuesta
de unién significativamente reprimida en comparacién con su contrapartida no pegilada, y la TMP(m)-TTR-PEG 20K
mostré una inhibicién adn mayor. Esto indica que la presencia de PEG en la cisteina 10 causa probablemente
interferencia estérica para la unién de TMP fusionado con el receptor de MPL, y los PEG mayores producen mas
interferencia.

Ejemplo 11

Este ejemplo muestra el efecto de inyectar TMP(m)-TTR en ratones sobre el recuento de plaquetas sanguineas.
Para este ejemplo, se repartieron 50 ratones BDF1 (Charles River Laboratories, Wilmington, Massachusetts) en 5
grupos y se les inyect6 (dia 0) por via subcutanea agente diluyente (PBS de Dulbecco con seroalbimina bovina al
0,1%) o agente diluyente con 50 pg de proteina de ensayo por kg de animal. Se dividié cada grupo en dos mitades y
se extrajo sangre (140 pl) en puntos temporales alternados (dias 0, 3, 5, 7, 11, 12, 14 y 17). Se anestesiaron los
ratones con isoflurano antes de la recogida.

Se analizé en la sangre recogida un recuento completo y diferencial usando un analizador de sangre automatico
ADVIA 120 con software de murido (Bayer Diagnostics, Nueva York, NY). Como se observa en la Figura 5, la Fc-
TMP mostr6 la mayor respuesta, con un maximo de recuento de plaquetas de 4,3 x 10 plaquetas por | el dia 5, que
es mas de 3,4 veces el valor de referencia de 1,2 x 10" plaquetas por I. La TMP(m)-TTR-PEG 5K tenia una
respuesta moderada con un maximo a 2,3 X 10" plaquetas por |, que es poco menos de dos veces el nivel del valor
de referencia. La forma no pegilada de TMP(m)-TTR muestra muy poca respuesta a 1,5 x 10*? plaquetas por |, que
es solo un 20% superior al nivel del valor de referencia. La forma no pegilada de TMP(m)-TTR muestra mejor unién
in vitro que sus contrapartidas pegiladas (Figura 4), pero tiene un mal rendimiento in vivo en comparacion con
TMP(m)-TTR-PEG 5K. Esto indica que el PEG es necesario para mejorar la semivida biologica del constructo de
TTR, y esto compensa sobradamente la afinidad reducida por el receptor.

Ejemplo 12

Este ejemplo demuestra que la mutacion de la cisteina 10 en TTR a alanina, TTR(C10A), no tiene un impacto
significativo sobre su estructura oligomérica. Se inyectaron aproximadamente 50 pug de cada una de TTR y
TTR(C10A) en una columna Biosep-Sec-S 3000 (7,8 mm de DI x 300 mm) (Phenomenex) en tampén SEC a 1
ml/min. Se usaron patrones de peso molecular de Bio-Rad (151-1901) para calibrar la columna y calcular el tamafio
molecular aproximado de las muestras inyectadas. Como puede observarse en la Figura 6, la TTR(C10A) eluye
aproximadamente a 8,8 min, lo que corresponde a un tamafio molecular de 57 kDa, que es similar al peso molecular
calculado del tetramero de 55 kDa. Este dato, combinado con la observacién de que ambas formas de TTR son
resistentes a la precipitacion a 65°C (datos no mostrados), indica que la mutacion de cisteina 10 a alanina no tiene
un impacto significativo sobre la estructura o estabilidad de la TTR.

Ejemplo 13

Este ejemplo demuestra que la mutacion de la alanina 37 a cisteina, TMP-TTR(C10A/A37C), del aspartato 38 a
cisteina, TMP-TTR(C10A/D38C), de la alanina 81 a cisteina, TMP-TTR(C10A/A81C), o de la glicina 83 a cisteina,
TMP-TTR(C10A/G83C) con el fondo de cisteina 10 a alanina no tiene un impacto significativo sobre la estructura
oligomérica de la TTR. Ademas, este ejemplo demuestra que la pegilacion de estas formas mutantes de TTR con un
PEG de 5K 0 20K produce dos especies distintas de TTR con un tamafio molecular significativamente mayor que la
forma no pegilada. Se llevé a cabo la pegilacién de TTR reduciendo en primer lugar aproximadamente 8 ml de TTR
(7,28 mg/ml) con DTT 10 mM durante 30 minutos a 30°C en presencia de Tris-HCI 50 mM, pH 8,5. Se desal6 la TTR
reducida usando una columna media SEPHADEX™ G25 de 26 ml (2,6 cm de DI) (Amersham Pharmacia Biotech) a
2,5 ml/min en Tris-HCI 20 mM, pH 8,5. Se determind entonces la concentracién midiendo la absorbancia de la TTR
reducida a 280 nm y usando el coeficiente de extinciéon calculado (29.450 Vi para TMP-TTR(C10A/A37C) (5,14
mg/ml). Se mezcl6 inmediatamente la mitad (4,6 ml) de la muestra reducida con 810 pl de metoxi-PEG-maleimida 5K
5 mM (Shearwater Corporation, Huntsville, AL) y se mezcl6 la mitad restante con 1620 pl de metoxi-PEG-maleimida
20K 2,5 mM (Shearwater Corporation). Se dejé proseguir la reaccién a 30°C durante 30 min y se inactivd mediante la
adicion de 46 ul de DTT 1 M. Se carg6 entonces cada muestra pegilada en una columna HiTrap Q-sepharose de 5
ml a 2,5 ml/min y se lavé con varios volumenes de columna de tampén Q A (Tris-HCI 20 mM, pH 8,0) a 5 ml/min. Se
eluyeron las columnas con un gradiente lineal de 40% de tampén Q B (Tris-HCI 20 mM, NaCl 1 M, pH 8,0) seguido
de una etapa de 2 volumenes de columna de 100% de tamp6n Q B. Se agruparon las fracciones de pico y se
determiné la concentracién midiendo la absorbancia del agrupamiento a 280 nm. Se inyectaron aproximadamente 50
Hg de cada muestra en una columna Biosep-Sec-S 3000 (7,8 mm de DI X 300 mm) (Phenomenex) en tampén SEC a
1 ml/min. Se usaron patrones de peso molecular de Bio-Rad (151-1901) para calibrar la columna y calcular el
tamafio molecular aproximado de las muestras inyectadas. Como puede observarse en la Figura 7, el tamafio
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molecular aparente de los 4 constructos de TMP-TTR no pegilados esta entre 40 y 45 kDa, que es notablemente
menor que el tetramero de 70 kDa esperado. Este tiempo de elucion retardado es probablemente debido a una
ligera interaccion del constructo de TMP-TTR con la resina de exclusion por tamafio, que se ha observado con varios
otros constructos de TMP (datos no mostrados). Después de conjugar con PEG 5K, el tamafio molecular aparente
aumenta a entre aproximadamente 421 y 428 kDa (elucion 1,53-1,64 minutos mas avanzada que las contrapartidas
no pegiladas), que es mucho mayor que los 90 kDa esperados. La observacion de un peso molecular exagerado de
las moléculas pegiladas en la cromatografia de exclusion por tamafio es un fenémeno observado frecuentemente
(datos no mostrados). Los constructos de PEG 20K eluyen antes que el patron de calibracion mayor (670 kDa),
mostrando una elucién 1,28-1,40 minutos mas avanzada que sus contrapartidas pegiladas con 5K. Estos datos
tomados en agrupamiento demuestran que las 4 formas mutantes por ingenieria genética de TMP-TTR pueden
pegilarse, aumentando drasticamente su tamafio molecular aparente.

Se analizaron aproximadamente 2 pg de los constructos de TMP-TTR por PAGE-SDS (Figura 8). Esta figura
demuestra mediante desplazamiento en gel que la mayoria de mondmeros de TMP-TTR estaban modificados por
solo una metoxi-PEG-maleimida y que la reaccién era casi completa, dejando muy poco monémero no modificado.

Ejemplo 14

Este ejemplo demuestra que Fc-TMP, TMP-TTR(C10A/A37C), TMP-TTR(C10A/D38C), TMP-TTR(C10A/A81C) y
TMP-TTR(C10A/G83C) tienen afinidades similares por receptor de MPL humano in vitro. Para este ejemplo, se uni6
Fc-TMP con un chip de proteina G de BlAcore a alta densidad segun las instrucciones del fabricante (BlAcore,
Uppsala, Suecia). Se preincubaron las proteinas de ensayo con receptor de MPL 5 nM en tamp6n de unién (PBS de
Dulbecco (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) con seroalbimina bovina 0,1 mg/ml y 0,005% de P20
(polioxietilensorbitdn)) durante > 2 horas a temperatura ambiente (aproximadamente 23°C). Para las proteinas no
pegiladas, se afiadié heparina 0,1 mg/ml para evitar la unién no especifica. Se pasaron entonces todas las muestras
por el chip a 50 pl/min en tampdn de unién. Se tomo el criterio de valoracién de equilibrio 3 min después de la
inyeccion. Como puede observarse en la Figura 9, todos los constructos de TTR mostraban una afinidad similar por
el receptor de MPL, con afinidades en el intervalo de 0,881 a 2,333 nM, mientras que el constructo de Fc-TMP tenia
afinidades en el intervalo de 3,276 a 5,369 nM.

Ejemplo 15

Este ejemplo muestra el efecto de inyectar constructos de TMP-TTR pegilados a ratones sobre el recuento de
plaquetas sanguineas. Para este ejemplo, se repartieron 170 ratones BDF1 en 17 grupos y se les inyect6 (dia 0) por
via subcutanea 50 pg de proteina de ensayo por kg de animal (constructo de fusién de TMP, Fc-TMP o un control de
TTR(C10A)). Se dividié cada grupo en dos mitades y se extrajo sangre (140 pl) en puntos temporales alternados
(dias 0, 3,5, 7, 11, 12 y 14). Se anestesiaron los ratones con isoflurano antes de la recogida.

Se analizé en la sangre recogida un recuento completo y diferencial usando un analizador de sangre automatico
ADVIA 120 con software de marido (Bayer Diagnostics, Nueva York, NY). Como se observa en la Fizgura 10A, la Fc-
TMP mostro la mayor respuesta, con una elevacion del recuento de plaquetas de mas de 4,2 x 10! plaquetas por |
el dia 5, que es 3 veces el valor de referencia de 1,4 x 10 plaquetas por I. Todos los 4 constructos de TMP-TTR no
pegilados actuaron mejor que el control, pero no tan bien como Fc-TMP, con recuentos de plaquetas entre 1,8 y 2,9
x 10" plaquetas por | el dia 5, que es una mejora de entre 29 y 107% frente al valor de referencia. Como puede
observarse en la Figura 10B, la adicién de un grupo PEG de 5K a la cisteina introducida por ingenieria genética de
los 4 constructos de TMP-TTR mejora sustancialmente la eficacia, con recuentos de plaquetas de entre 3,7 y 4,4 x
10" plaquetas por | (de 2,8 a 3,4 veces el valor de referencia).

También como puede observarse en la Figura 10C, la conjugacion de PEG de 20K con TMP-TTR da como resultado
una mejora adicional, pero menos drastica, de la eficacia, con recuentos de plaguetas de entre 4,2 y 4,6 x 10%?
plaquetas por | (de 3,2 a 3,5 veces el valor de referencia). Puesto que todos los constructos de fusiéon de TMP tenian
afinidades de union similares por MPL in vitro, esta diferencia es probablemente debida al efecto de la conjugacion
con PEG que aumenta la semivida bioldgica eficaz del constructo.

Ejemplo 16

Este ejemplo muestra el efecto de inyectar constructos de PTH-TTR pegilados a ratones sobre la liberacién de calcio
ionizado. Para este ejemplo, se repartieron 60 ratones BDF1 macho de 4 semanas en 12 grupos y se les inyecté por
via subcutanea (dia 0) 8,91 mg de proteina de ensayo por kg de animal (constructo de fusién de PTH, PTH-Fc o un
control de TTR(C10A)). Se extrajo sangre de cada grupo (75 pl) en los puntos temporales de 0, 24, 48 y 72 horas.
Se anestesiaron los ratones antes de la recogida.

Se analizé en la sangre recogida el calcio ionizado usando un analizador de Ca*"/pH Ciba Corning 634. Como se
observa en la Figura 11, PTH-Fc, PTH-TTR(C10A/K15A/A37C) (PEG 5K), PTH-TTR(C10A/K15A/A37C) (PEG 20K),
PTH-TTR(C10A/K15A/G83C) (PEG 5K) y PTH-TTR(C10A/K15A/G83C) (PEG 20K) mostraron la mayor respuesta,
con niveles de calcio ionizado que se elevan a entre 2,2 y 2,7 mmol por | a las 24 horas después de la inyeccién, lo
que es 1,7 veces el valor de referencia de 1,3 mmol por I. A las 72 h después de la inyeccion, los niveles de calcio
ionizado de todos los grupos volvieron al valor de referencia, excepto los grupos tratados con PTH-
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TTR(C10A/K15A/A37C) (PEG 5K), PTH-TTR(C10A/K15A/G83C) (PEG 5K) y PTH-TTR(C10A/K15A/G83C) (PEG
20K), que mantuvieron niveles de calcio ionizado elevados de entre 1,8 y 1,9 mmol por |. Los constructos de PTH-
TTR no pegilados eran equivalentes o ligeramente mejores que el control de TTR(C10A) en la elevacion de los
niveles de calcio ionizado en suero.

Ejemplo 17

Este ejemplo describe la construccién de un plasmido que contiene PTH-TTR(C10A/K15A/A81C). Se ligo el
fragmento Xbal/Xbal de 5920 con el vector purificado derivado de digerir el plasmido 5643 (descrito en el ejemplo 1)
con Xbal. Se describe la cepa de E. coli que contiene el plasmido resultante como 5933 PTH-TTRC10A/K15A/A81C.

SEQ ID NO:43:

ATGTCTGTTTCTGAAATCCAGCTGATGCATAACCTGGGTAAACATCTGAACTCTA
TGGAACGTGTTGAATGGCTGCGTAAGAAACTGCAGGACGTTCATAACTTTGGTCC
AACTGGTACCGGTGAATCCAAGGCTCCTCTGATGGTCGCAGTTCTAGATGCTGTC
CGAGGCAGTCCTGCCATCAATGTGGCCGTGCATGTGTTCAGAAAGGCTGCTGATG

ACACCTGGGAGCCATTTGCCTCTGGGAAAACCAGTGAGTCTGGAGAGCTGCATGG
GCTCACAACTGAGGAGGAATTTGTAGAAGGGATATACAAAGTGGAAATAGACACC
AAATCTTACTGGAAGTGTCTTGGCATCTCCCCATTCCATGAGCATGCAGAGGTGG
TATTCACAGCCAACGACTCCGGCCCCCGCCGCTACACCATTGCCGCCCTGCTGAG
CCCCTACTCCTATTCCACCACGGCTGTCGTCACCAATCCCAAGGAATAA

Ejemplo 18

Este ejemplo describe la preparacién de una fusion de GLP-1-TTR(C10A/G83C) y una fusion de GLP-1-
TTR(C10A/K15A/G83C). Se clonaron estos constructos usando el plasmido pAMG21, que se describe en el Ejemplo
1. Cada uno de los oligonucledtidos utilizados en este ejemplo se enumera en la Tabla 6.

El hospedador bacteriano GM121 es una cepa K-12 de E. coli que se ha modificado para contener el represor lacl®
en la region ebg tardia (68 minutos). La presencia de este gen represor permite el uso de este hospedador con una
variedad de sistemas de expresion, sin embargo este represor es irrelevante para la expresion de luxPR. El
hospedador no transformado no tiene resistencias a antibiéticos. Especificamente, se modificé F'tet/393 mediante el
suministro de un constructo de lacl® en el oper6n ebg entre las posiciones nucleotidicas 2493 y 2937 como se
numeran en el nimero de acceso a Genbank M64441Gb_Ba, con la delecion de la secuencia de ebg intermedia. Se
suministrd el constructo al cromosoma usando un fago recombinante llamado AGebg-lacl® n°5.

Después de la recombinacion y resolucion, solo el inserto cromosémico descrito anteriormente permanece en la
célula. Se renombré F'tet/GM120. Se mutd entonces F'tet/GM120 en el gen hsdR para inactivarlo. Este se renombro
F'tet/GM121. Se curé el episoma F'tet de la cepa, se verific6 como sensible a tetraciclina y se almacené como
GM121 (ATCC n° 202174).

Se realizé la PCR con el kit Roche PCR Core (n° de cat. 1.578.553) en reacciones de 80 pl que contenian 2-4 ul de
molde de ADN de pladsmido minipreparativo, 1 pM de cada oligonucledétido, 0,2 mM de cada oligonucleétido, 5% de
DMSO (Sigma) y 2 U de ADN polimerasa Taq para amplificar la secuencia de GLP-1 y un ligador. Los ciclos de
reaccion fueron 94°C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos de [94°C durante 5 s, 45°C durante 30 s, 72°C durante
1 min]. Se purificaron los productos de PCR con el kit de purificacion de PCR QIAquick® segun el protocolo del
fabricante (QIAGEN). Se digirieron los productos y vectores de PCR con Ndel y Kpnl (New England Biolabs).

Se purifico el ADN digerido en un gel de agarosa, se mezcl6é entonces y se ligd con ADN ligasa T4 (New England
Biolabs) durante 1,5-2 horas a temperatura ambiente. Se transformé cada mezcla de ligamiento mediante
electroporacion en la cepa hospedadora GM121 descrita anteriormente con un E. coli Pulser de Biorad a 2,5 KV en
una cubeta con una longitud de hueco de 2 mm. Se dejaron recuperar las células en 2 ml de caldo Terrific (TB)
durante aproximadamente 3 horas a 37°C a 250 rpm. Se sembraron 70-100 pl del cultivo de recuperacién en agar
LB que contenia kanamicina 40 ug/ml. Se prepararon minipreparaciones de ADN y se verificaron los clones
correctos mediante secuenciacién nucleotidica.

Para preparar la fusién GLP-1-TTR(C10A/G83C), se sintetizaron dos oligonucledtidos, el oligonucledtido 1209-85,
gue se une a la region del promotor luxR, y 3131-63, que codifica los 12 dltimos aminoacidos del ligador de fusion y
los 8 primeros aminoacidos de TTR. Se amplificé un plasmido pAMG21 derivado de una cepa que expresa una
secuencia de GLP-1 con un inicio Met-Lys N-terminal seguido de una secuencia de 7 histidinas para purificacion en
columna de niquel, una secuencia de acido aspartico-acido glutdmico-valina-acido aspartico para escision antes de
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la primera histidina de GLP-1 por caspasa, la secuencia de GLP-1(A2G) y un ligador de fusion de 27 aminoacidos
usando los oligonucleétidos 1209-85 y 3131-63. Se clond y secuencio el producto de PCR como se describe
anteriormente. La cepa resultante que contenia el nuevo plasmido se designé GLP-1-TTR(C10A/G83C) (cepa 6298)
y tenia la secuencia de ADN identificada en como SEQ ID NO:47.

Para preparar la fusion GLP-1-TTR(C10A/K15A/G83C), se sintetizaron dos oligonucleétidos, el oligonucle6tido 3183-
83, que contiene un sitio Ndel y codifica la secuencia de purificaciéon y escision descrita anteriormente mas los 6
primeros aminodacidos de GLP-1(A2G), y 3183-84, que cadifica los 6 ultimos aminoacidos del ligador de fusion y los
8 primeros aminoacidos de TTR.

Se amplificé un plasmido pAMG21 derivado de una cepa que expresa una secuencia de GLP-1 con un inicio Met-
Lys N-terminal seguido de una secuencia de 7 histidinas para purificacion en columna de niquel, una secuencia de
acido aspartico-acido glutamico-valina-acido aspartico para escision antes de la primera histidina de GLP-1 por
caspasa, la secuencia de GLP-1(A2G) y un ligador de fusién de 25 aminoacidos usando los oligonucle6tidos 3183-
83 y 3183-84. Se clond y secuencié el producto de PCR como se describe anteriormente. La cepa resultante que
contiene el nuevo pladsmido se designé GLP-1-TTR(C10A/K15A/G83C) (cepa 6450) y tenia la secuencia de ADN
identificada como SEQ ID NO:48.

Tabla 6
Oligo Secuencia Numero de ID
SEQ

1209-85 CGTACAGGTTTACGCAAGAAAATGG 44
3131-63 GGATTCACCGGTACCAGTTGGACCACCACCACCAC

CACCACCCGCACTGCCTGAACCAGAGC 45
3183-83 TGACTAAGCCATATGAAACATCATCACCATCACCAT

CATGACGAAGTTGATCACGGTGAAGGTACTTTCAC 46
3183-84 GGATTCACCGGTACCAGTTGGACCACCACCACCAC

CACCGCTAC 47

SEQ ID NO:48

ATGAAACATCATCACCATCACCATCATGACGAAGTTGATCACGGTGAAGGTACTT
TCACTTCTGACGTTTCTTCTTATCTGGAAGGTCAGGCTGCTAAAGAATTCATCGC
TTGGCTGGTTAAAGGTCGTGGTGGTTCTGGTTCTGCTACTGGTGGTTCCGGCTCC
ACCGCAAGCTCTGGTTCAGGCAGTGCGGGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCCAACTG
GTACCGGTGAATCCAAGGCTCCTCTGATGGTCAAAGTTCTAGATGCTGTCCGAGG

CAGTCCTGCCATCAATGTGGCCGTGCATGTGTTCAGAAAGGCTGCTGATGACACC
TGGGAGCCATTTGCCTCTGGGAAAACCAGTGAGTCTGGAGAGCTGCATGGGCTCA
CAACTGAGGAGGAATTTGTAGAAGGGATATACAAAGTGGAAATAGACACCAAATC
TTACTGGAAGGCACTTTGCATCTCCCCATTCCATGAGCATGCAGAGGTGGTATTC
ACAGCCAACGACTCCGGCCCCCGCCGCTACACCATTGCCGCCCTGCTGAGCCCCT
ACTCCTATTCCACCACGGCTGTCGTCACCAATCCCAAGGAATAA

SEQ ID NO: 49

ATGAAACATCATCACCATCACCATCATGACGAAGTTGATCACGGTGAAGGTACTT
TCACTTCTGACGTTTCTTCTTATCTGGAAGGTCAGGCTGCTAAAGAATTCATCGC
TTGGCTGGTTAAAGGTCGTGGTGGTGCTCGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGT
GGTGGTGGTTCTGGCGGCGGTGGTAGCGGTGGTGGTGGTGGTGGTCCAACTGGTA
CCGGTGAATCCAAGGCTCCTCTGATGGTCGCAGTTCTAGATGCTGTCCGAGGCAG
TCCTGCCATCAATGTGGCCGTGCATCGTGTTCAGAAAGGCTGCTGATGACACCTGG
GAGCCATTTGCCTCTGGGAAAACCAGTGAGTCTGGAGAGCTGCATGGGCTCACAA
CTGAGGAGGAATTTGTAGAAGGGATATACAAAGTGGAAATAGACACCAAATCTTA
CTGGAAGGCACTTTGCATCTCCCCATTCCATGAGCATGCAGAGGTGGTATTCACA
GCCAACGACTCCGGCCCCCGCCGCTACACCATTGCCGCCCTGCTGAGCCCCTACT
CCTATTCCACCACGGCTGTCGTCACCAATCCCAAGGAATAA

Ejemplo 19

Este ejemplo describe la preparacion de una fusion de GLP-1(A2G)-K-Fc. Se clond este constructo usando el
plasmido pAMG33*, que difiere de pAMG21 en que la proteina lux y los promotores se reemplazan por sitios de
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unién lacl y un promotor inducible por IPTG y en que la secuencia del sitio de unién ribosémica es mas corta (la
secuencia entre los sitios de reconocimiento Aatll y CIAl se reemplaza por
AATTGTGAGCGGATAACAATTGACAAATGCTAAAATTCTTGATTAATTGTGAGCGGATAACAATTTATCGATTTGA
TTCTAGAAGGAGGAATAA) y se eliminaba parte de la secuencia después del sitio de reconocimiento Sacll
(dejando
ATAAATAAGTAACGATCCGGTCCAGTAATGACCTCAGAACTCCATCTGGATTTGTTCAGAACGCTCGGTTGCCGC
CGGGCGTTTTTTATTGGTGAGAATCGCAGCAACTTGTCGCGCCAATCGAGCCATGTCGTCGTCAACGACCCCCC
ATTCAAGAACAGCAAGCAGCATTGAGAACTTTGGAATCCAGTCCCTCTTCCACCTGCTGACCG). Cada uno de los
oligonucleétidos utilizados en este ejemplo se enumera en la Tabla 7.

Para preparar la fusion de GLP-1(A2G)-Fc, se sintetizaron dos oligonucleoétidos, el oligonucleétido 2985-92, que
contiene un sitio Ndel y codifica la secuencia de purificacion y escision descrita anteriormente mas los 8 primeros
aminoacidos de GLP-1(A2G), y 2687-50, que codifica los aminoacidos 18 a 23 de Fc. Se amplifico un plasmido
pAMG33* derivado de una cepa que expresa una secuencia GLP-1(A2G) con un inicio Met N-terminal, un ligador de
27 aminoacidos y una secuencia Fc usando los oligonucleétidos 2985-92 y 2687-50. Se clond y secuenci6 el
producto de PCR como se describe anteriormente, excepto porque las enzimas usadas fueron Ndel y EcoRI. Se
incluy6 una etapa de cribado de colonias que verifico la presencia de inserto por PCR con oligonucledtidos dirigidos
contra la secuencia del vector en direccion 5’ y la secuencia de 5 His-acido aspartico que introducia el inserto. La
cepa resultante que contenia el nuevo plasmido se designé GLP-1(A2G)-K-Fc (cepa 5945) y tenia la secuencia de
ADN identificada como SEQ ID NO:51.

Tabla 7
Oligo Secuencia Numero de ID
SEQ
2985-92 AGACCTGTACATATGAAACATCATCACCATCACCAT
CATGACGAAGTTGATCACGGTGAAGGTACTTTCAC
TTCTG 50
2687-50 GGGGGAAGAGGAAAACTGAC 51

SEQ ID NO: 52

ATGAAACATCATCACCATCACCATCATGACGAAGTTGATCACGGTGAAGGTACTT
TCACTTCTGACGTTTCTTCTTATCTGGAAGGTCAGGCTGCTAAAGAATTCATCGC
TTGGCTGGTTAAAGGTCGTGGTGGTTCTGGTTCTGCTACTGGTGGTTCCGGCTCC
ACCGCAAGCTCTGGTTCAGGCAGTGCGACTCATGGTGGTGGTGGTGGTGACAAAA
CTCACACATGTCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTTTT
CCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTC
ACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGT
ACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTA
CAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTG
AATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCG
AGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCT
GCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTC
AAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGG
AGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCT
CTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCA
TGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCC
TGTCTCCGGGTAAA

Ejemplo 20

Este ejemplo describe la clonaciéon del dominio CH2 de una molécula de inmunoglobulina con TTR(C10A) para
generar TMP-CH2-TTRC10A y TTRC10A-CH2-TMP.

Se ligd el dominio CH2 derivado de TMP-Fc con el extremo C-terminal de TTR(C10A), concretamente la cepa 5619,
mediante un procedimiento de PCR en dos etapas. Se amplificé en primer lugar el dominio CH2 (que contenia de 5’
a 3’: los 7 ultimos codones de TTR, CH2 y un ligador BamHI-Xhol) mediante los siguientes oligos:

2973-77:

GTC GTC ACC AAT CCC AAG GAA GGT TCT GGC TCC GGA TCA GGG GGA CCG TCAGTT TTC CTC (SEQ ID
NO:53),y
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2973-78:

CCG CGG ATC CTC GAG ATT AGG ATC CAG AAC CCC CTT TGG CTT TGG AGA TGG T (SEQ ID NO:54).
Se fusion6 entonces este fragmento con 5619 en una PCR posterior mediante los oligos 2973-78 y

2973-79:

GAG GAA TAA CAT ATG GGT CCA ACT GGT ACC GGT GAA TCC AAG (SEQ ID NO:55),

seguido de digestion con Ndel/Xhol y clonacion en pAMG21 digerido de forma similar. El plasmido resultante se
describe como 6017 (TTRC10A-CH2):

SEQ ID NO:56:

ATGGGTCCAACTGGTACCGGTGAATCCAAGGCTCCTCTGATGGTCAAAGTTCTAG
ATGCTGTCCGAGGCAGTCCTGCCATCAATGTGGCCGTGCATGTGTTCAGAANAGGC
TGCTGATGACACCTGGGAGCCATTTGCCTCTGGGAAAACCAGTGAGTCTGGAGAG
CTGCATGGGCTCACAACTGAGGAGGAATTTGTAGAAGGGATATACAAAGTGGAAA
TAGACACCAAATCTTACTGGAAGGCACTTGGCATCTCCCCATTCCATGAGCATGC
AGAGGTGGTATTCACAGCCAACGACTCCGGCCCCCGCCGCTACACCATTGCCGCC
CTGCTGAGCCCCTACTCCTATTCCACCACGGCTGTCGTCACCAATCCCAAGGAAG
GTTCTGGCTCCGGATCAGGGGGACCGTCAGTTTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAA
GGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTG
AGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGC
ATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGT
CAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGC
AAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCA
AAGGGGGTTCTGGATCCTAA

Se reemplaz6 el fragmento de Xbal/Xbal de 6017 por el correspondiente fragmento de 5704 como se describe
anteriormente para construir TMP-TTRC10A-CH2 (cepa 6024):

SEQ ID NO:57:

ATGATCGAAGGTCCGACTCTGCGTCAGTGGCTGGCTGCTCGTGCTGGCGGTGGTG
GCGGAGGGGGTGGCATTGAGGGCCCAACCCTTCGCCAATGGCTTGCAGCACGCGC
AGGTCCAACTGGTACCGGTGAATCCAAGGCTCCTCTGATGGTCAAAGTTCTAGAT
GCTGTCCGAGGCAGTCCTGCCATCAATGTGGCCGTGCATGTGTTCAGAAAGGCTG
CTGATGACACCTGGGAGCCATTTGCCTCTGGGAAAACCAGTGAGTCTGGAGAGCT
GCATGGGCTCACAACTGAGGAGGAATTTGTAGAAGGGATATACAAAGTGGAAATA
GACACCAAATCTTACTGGAAGGCACTTGGCATCTCCCCATTCCATGAGCATGCAG
AGGTGGTATTCACAGCCAACGACTCCGGCCCCCGCCGCTACACCATTGCCGCCCT
GCTGAGCCCCTACTCCTATTCCACCACGGCTGTCGTCACCAATCCCAAGGAAGGT
TCTGGCTCCGGATCAGGGGGACCGTCAGTTTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGG
ACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAG
CCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCAT
AATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCA
GCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAA
GGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAA
GGGGGTTCTGGATCCTAA

Se realizé la construccion de TTRC10A-CH2-TMP como sigue: se amplificd el fragmento de TMP que contiene un
ligador 5' BamHI y un ligador 3' Xhol mediante los oligos 2694-19 y

2974-70:
GAG GAA TAA GGA TCC ATC GAA GGT CCG ACT CTG CG (SEQ ID NO:58)

Se digiri6 el fragmento amplificado con BamHI y Xhol y se ligé posteriormente con 6017 restringido de forma similar.
Se describe el clon resultante como cepa 6104 (TTRC10A-CH2-TMP).
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SEQ ID NO:59:

ATGGGTCCAACTGGTACCGGTGAATCCAAGGCTCCTCTGATGGTCAAAGTTCTAG
ATGCTGTCCGAGGCAGTCCTGCCATCAATGTGGCCGTGCATGTGTTCAGAAAGGC
TGCTGATGACACCTGGGAGCCATTTGCCTCTGGGAAAACCAGTGAGTCTGGAGAG
CTGCATGGGCTCACAACTGAGGAGGAATTTGTAGAAGGGATATACAAAGTGGAAA
TAGACACCAAATCTTACTGGAAGGCACTTGGCATCTCCCCATTCCATGAGCATGC
AGAGGTGGTATTCACAGCCAACGACTCCGGCCCCCGCCGCTACACCATTGCCGLCC
CTGCTGAGCCCCTACTCCTATTCCACCACGGCTGTCGTCACCAATCCCAAGGAAG
GT'TCTGGCTCCGGATCAGGGGGACCGTCAGTTTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAA
GGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTG
AGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGC
ATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGT
CAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGC
AAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCA
AAGGGGGTTCTGGATCCATCGAAGGTCCGACTCTGCGTCAGTGGCTGGCTGCTCG
TGCTGGCGGTGGTGGCGGAGGGGGTGGCATTGAGGGCCCAACCCTTCGCCAATGG
CTTGCAGCACGCGCATAA

Se realizé otra configuracién de esta fusibn como TMP-CH2-TTR2. Se ligd en primer lugar el dominio CH2 derivado
de TMP-Fc con el extremo N de TTRC10A mediante PCR de dos etapas. Se amplificé en primer lugar el dominio
CH2 (que contiene de 5 a 3": un ligador Ndel-BamHI, CH2 y los 7 primeros codones de TTRC10A) mediante los
oligos

2974-65:

TTC ACC GGT ACC AGT TGG ACC AGA ACC CCC TTT GGC TTT GGA GAT GGT (SEQ ID NO:60), y
2974-66:

GAG GAA TAA CAT ATG GGA TCC GGT TCT GGG GGA CCG TCAGTT TTC CTC (SEQ ID NO:61).

Se fusiond este fragmento con 5619 en una PCR posterior mediante los oligos 2974-66 y 2693-80 (Ejemplo 1),
seguido de restriccion con Ndel/Xhol y clonacion en pAMG21 restringido de forma similar. El clon resultante se
describe como 6016 (CH2-TTRC10A):

SEQ ID NO: 62

ATGGGATCCGGTTCTGGGGGACCGTCAGTTTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGG
ACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAG
CCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCAT
AATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCA
GCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAA
GGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAA
GGGGGTTCTGGTCCAACTGGTACCGGTGAATCCAAGGCTCCTCTGATGGTCAAAG
TTCTAGATGCTGTCCGAGGCAGTCCTGCCATCAATGTGGCCGTGCATGTGTTCAG
AAAGGCTGCTGATGACACCTGGGAGCCATTTGCCTCTGGGAAAACCAGTGAGTCT
GGAGAGCTGCATGGGCTCACAACTGAGGAGGAATTTGTAGAAGGGATATACAAAG
TGGAAATAGACACCAAATCTTACTGGAAGGCACTTGGCATCTCCCCATTCCATGA
GCATGCAGAGGTGGTATTCACAGCCAACGACTCCGGCCCCCGCCGCTACACCATT
GCCGCCCTGCTGAGCCCCTACTCCTATTCCACCACGGCTGTCGTCACCAATCCCA
AGGAATAA

Se amplificé el fragmento de TMP que contiene un ligador Ndel en el extremo 5’ y un ligador BamHI en el extremo 3’
mediante los oligos

2974-68:
GAG GAA TAA CAT ATG ATC GAA GGT CCG ACT CTG (SEQ ID NO:63), y
2974-69:

TAA CAT ATG GGA TCC TGC GCG TGC TGC AAG CCA TTG (SEQ NO:64).
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Se digirié entonces este fragmento con Ndel/BamHI y se ligd con el vector que se habia restringido de forma similar
y purificado en gel de la cepa 6106. El clon resultante se describe como 6110 (TMP-CH2-TTRC10A):

SEQ ID NO: 65:

ATGATCGAAGGTCCGACTCTGCGTCAGTGGCTGGCTGCTCGTGCTGGCGGTGGTG
GCGGAGGGGGTGGCATTGAGGGCCCAACCCTTCGCCAATGGCTTGCAGCACGCGC
AGGATCCGGTTCTGGGGGACCGTCAGTTTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGAC
ACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCC
ACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAA
TGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGC
GTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGG
TCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGG
GGGTTCTGGTCCAACTGGTACCGGTGAATCCAAGGCTCCTCTGATGGTCAAAGTT
CTAGATGCTGTCCGAGGCAGTCCTGCCATCAATGTGGCCGTGCATGTGTTCAGAA
AGGCTGCTGATGACACCTGGGAGCCATTTGCCTCTGGGAAAACCAGTGAGTCTGG
AGAGCTGCATGGGCTCACAACTGAGGAGGAATTTGTAGAAGGGATATACAAAGTG
GAAATAGACACCAAATCTTACTGGAAGGCACTTGGCATCTCCCCATTCCATGAGC
ATGCAGAGGTGGTATTCACAGCCAACGACTCCGGCCCCCGCCGCTACACCATTGC
CGCCCTGCTGAGCCCCTACTCCTATTCCACCACGGCTGTCGTCACCAATCCCAAG
GAATAA

Ejemplo 21

Este ejemplo describe la construccion de TTRC10A/K15A-TMP, TTRC10A/K15A/A81C-TMP vy
TTRC10A/K15A/G83C-TMP.

Se clon6 también TMP en los extremos C de TTR y variantes de la misma. Se amplificé la TMP completo que
contenia en su extremo N-terminal un ligador de 5 aminoacidos (gsgsg) mas los 7 Ultimos aminoacidos de TTR wt
mediante el siguiente agrupamiento de oligonucledtidos en un procedimiento de PCR estandar.

2694-18:

GTC GTC ACC AAT CCC AAG GAA GGT TCT GGT TCT GGT ATC GAA (SEQ ID NO:66), y
2694-19:

CCG CGG ATC CTC GAG ATT ATG CGC GTG CTG CAA GCC ATT G (SEQ ID NO:67).

Se ligd adicionalmente este fragmento de PCR con el extremo 3’ de TTR wt mediante una segunda PCR que utiliza
los oligos 2694-19 y 2693-79 como se describe en el Ejemplo 1. Se confirmé la secuencia del clon resultante y se
describe como cepa 5365 (TTR-TMP):

SEQ ID NO: 68:

ATGGGTCCAACTGGTACCGGTGAATCCAAGTGTCCTCTGATGGTCAAAGTTCTAG
ATGCTGTCCGAGGCAGTCCTGCCATCAATGTGGCCGTGCATGTGTTCAGAAAGGC
TGCTGATGACACCTGGGAGCCATTTGCCTCTGGGAAAACCAGTGAGTCTGGAGAG
CTGCATGGGCTCACAACTGAGGAGGAATTTGTAGAAGGGATATACAAAGTGGAAA
TAGACACCAAATCTTACTGGAAGGCACTTGGCATCTCCCCATTCCATGAGCATGC
AGAGGTGGTATTCACAGCCAACGACTCCGGCCCCCGCCGCTACACCATTGCCGCC
CTGCTGAGCCCCTACTCCTATTCCACCACGGCTGTCGTCACCAATCCCAAGGAAG
GTTCTGGTTCTGGTATCGAAGGTCCGACTCTGCGTCAGTGGCTGGCTGCTCGTGC
TGGCGGTGGTGGCGGAGGGGGTGGCATTGAGGGCCCAACCCTTCGCCAATGGCTT
GCAGCACGCGCATAA

Se reemplaz6 entonces el fragmento Xbal/Xbal de 5365 por el correspondiente fragmento Xbal/Xbal de la cepa
5895, preparando la cepa 5921 (TTRC10A/KI5A-TMP) como se describe anteriormente:

SEQ ID NO: 69:

ATGGGTCCAACTGGTACCGGTGAATCCAAGGCTCCTCTGATGGTCGCAGTTCTAG
ATGCTGTCCGAGGCAGTCCTGCCATCAATGTGGCCGTGCATGTGTTCAGAAAGGC
TGCTGATGACACCTGGGAGCCATTTGCCTCTGGGAAAACCAGTGAGTCTGGAGAG
CTGCATGGGCTCACAACTGAGGAGGAATTTGTAGAAGGGATATACAAAGTGGAAA
TAGACACCAAATCTTACTGGAAGGCACTTGGCATCTCCCCATTCCATGAGCATGC
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AGAGGTGGTATTCACAGCCAACGACTCCGGCCCCCGCCGCTACACCATTGCCGCC
CTGCTGAGCCCCTACTCCTATTCCACCACGGCTGTCGTCACCAATCCCAAGGAAG
GTTCTGGTTCTGGTATCGAAGGTCCGACTCTGCGTCAGTGGCTGGCTGCTCGTGC
TGGCGGTGGTGGCGGAGGGGGTGGCATTCGAGGGCCCAACCCTTCGCCAATGGCTT
GCAGCACGCGCATAA

Se modificé posteriormente el plasmido 5921 reemplazando los aminoacidos en las siguientes posiciones: A37, A81
y G83, por el aminoacido cisteina como se describe en el Ejemplo 1, excepto porque se reemplazo el oligo 3° TTR
utilizado con los oligos de mutacion (2693-80) en el Ejemplo 1 por 2694-19, dando como resultado la cepa 5982 que
contiene TTRC10A/K15A/A37C-TMP (SEQ ID NO:70), la cepa 5983 que contiene TTRC10A/K15A/A81C-TMP (SEQ
ID NO:71) y la cepa 5984 que contiene TTRC10A/K15A/G83C-TMP (SEQ ID NO:72).

SEQ ID NO:70:

ATGGGTCCAACTGGTACCGGTGAATCCAAGGCTCCTCTGATGGTCGCAGTTCTAG
ATGCTGTCCGAGGCAGTCCTGCCATCAATGTGGCCGTGCATGTGTTCAGAAAGGC
TTGTGATGACACCTGGGAGCCATTTGCCTCTGGGAAAACCAGTGAGTCTGGAGAG
CTGCATGGGCTCACAACTGAGGAGGAATTTGTAGAAGGGATATACAAAGTGGAAA
TAGACACCAAATCTTACTGGAAGGCACTTGGCATCTCCCCATTCCATGAGCATGC
AGAGGTGGTATTCACAGCCAACGACTCCGGCCCCCGCCGCTACACCATTGCCGCC
CTGCTGAGCCCCTACTCCTATTCCACCACGGCTGTCGTCACCAATCCCAAGGAAG
GTTCTGGTTCTGGTATCGAAGGTCCGACTCTGCGTCAGTGGCTGGCTGCTCGTGC
TGGCGGTGGTGGCGGAGGGGGTCGGCATTGAGGGCCCAACCCTTCGCCAATGGCTT
GCAGCACGCGCATAA

SEQ ID NO:71:

ATGGGTCCAACTGGTACCGGTGAATCCAAGGCTCCTCTGATGGTCGCAGTTCTAG
ATGCTGTCCGAGGCAGTCCTGCCATCAATGTGGCCGTGCATGTGTTCAGAAAGGC
TGCTGATGACACCTGGGAGCCATTTGCCTCTGGGARAACCAGTGAGTCTGGAGAG
CTGCATGGGCTCACAACTGAGGAGGAATTTGTAGAAGGGATATACAAAGTGGARAA
TAGACACCAAATCTTACTGGAAGTGTCTTGGCATCTCCCCATTCCATGAGCATGC
AGAGGTGGTATTCACAGCCAACGACTCCGGCCCCCGCCGCTACACCATTGCCGCC
CTGCTGAGCCCCTACTCCTATTCCACCACGGCTGTCGTCACCAATCCCAAGGAAG
GTTCTGGTTCTGGTATCGAAGGTCCGACTCTGCGTCAGTGGCTGGCTGCTCGTGC
TGGCGGTGGTGGCGGAGGGGCTGGCATTGAGGGCCCAACCCTTCGCCAATGGCTT
GCAGCACGCGCATAA

SEQ ID NO:72:

ATGGGTCCAACTGGTACCGGTGAATCCAAGGCTCCTCTGATGGTCGCAGTTCTAG
ATGCTGTCCGAGGCAGTCCTGCCATCAATGTGGCCGTGCATGTGTTCAGAAAGGC
TGCTGATGACACCTGGGAGCCATTTGCCTCTGGGAAAACCAGTGAGTCTGGAGAG
CTGCATGGGCTCACAACTGAGGAGGAATTTGTAGAAGGGATATACAAAGTGGAAA
TAGACACCAAATCTTACTGGAAGGCACTTTGCATCTCCCCATTCCATGAGCATGC
AGAGGTGGTATTCACAGCCAACGACTCCGGCCCCCGCCGCTACACCATTGCCGCC
CTGCTGAGCCCCTACTCCTATTCCACCACGGCTGTCGTCACCAATCCCAAGGAAG
GTTCTGGTTCTGGTATCGAAGGTCCGACTCTGCGTCAGTGGCTGGCTGCTCGTGC
TGGCGGTGGTGGCGGAGGGGGTGGCATTGAGGGCCCAACCCTTCGCCAGTGGCTT

GCAGCACGCGCATAA
Ejemplo 22

Este ejemplo describe la construccion de TMP-TTRC10A/K15A/A81C y TMP-TTRC10A/K15A/A37C. Se mutagenizé
la Lys en posicién 15 de TTR por Ala en las cepas 5704, 5706 y 5707 mediante los siguientes métodos. Se digirié el
plasmido 5513 con Ndel/Kpnl, se purifico el inserto que alberga el fragmento de TMP y los 6 primeros aminoacidos
de TTR y se ligo con el vector restringido con Ndel/Kpnl y purificado en gel derivado de la cepa 5895. Se describe la
cepa bacteriana que contiene el plasmido resultante como 5919 (TMP-TTRC10A/K15A/G83C). Se digirio entonces el
plasmido 5919 con Xbal, se purificé en gel el fragmento Xbal/Xbal resultante que contiene TMP y los 18 primeros
codones de TTR, incluyendo las mutaciones C10A y K15A, y se ligd con vectores digeridos con Xbal, tratados con
fosfatasa y purificados en gel derivados de las cepas 5704 y 5706. Las nuevas cepas se describen como 5918
(TMP-TTRC10A/K15A/A81C) y 6023 (TMP-TTRC10A/K15A/A37C).
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TMP-TTRC10A/K15A/G83C (SEQ ID NO:73):

ATGATCGAAGGTCCGACTCTGCGTCAGTGGCTGGCTGCTCCGTGCTGGCGGTGGTG
GCGGAGGGGGTGGCATTGAGGGCCCAACCCTTCGCCAATGGCTTGCAGCACGCGC
AGGTCCAACTGGTACCGGTGAATCCAAGGCTCCTCTGATGGTCGCAGTTCTAGAT
GCTGTCCGAGGCAGTCCTGCCATCAATGTGGCCGTGCATGTGTTCAGAAAGGCTG
CTGATGACACCTGGGAGCCATTTGCCTCTGGGAAAACCAGTGAGTCTGGAGAGCT
GCATGGGCTCACAACTGAGGAGGAATTTGTAGAAGGGATATACAAAGTGGAAATA
GACACCAAATCTTACTGGAAGGCACTTTGCATCTCCCCATTCCATGAGCATGCAG
AGGTGGTATTCACAGCCAACGACTCCGGCCCCCGCCGCTACACCATTGCCGCCCT
GCTGAGCCCCTACTCCTATTCCACCACGGCTGTCGTCACCAATCCCAAGGAATAA

TMP-TTRC10A/K15A/A81C (SEQ ID NO:74):

ATGATCGAAGGTCCGACTCTGCGTCAGTGGCTGGCTGCTCGTGCTGGCGGTGGTG
GCGGAGGGGGTGGCATTGAGGGCCCAACCCTTCGCCAATGGCTTGCAGCACGCGC
AGGTCCAACTGGTACCGGTGAATCCAAGGCTCCTCTGATGGTCGCAGTTCTAGAT
GCTGTCCGAGGCAGTCCTGCCATCAATGTGGCCGTGCATGTGTTCAGAAAGGCTG
CTGATGACACCTGGGAGCCATTTGCCTCTGGGAAAACCAGTGAGTCTGGAGAGCT
GCATGGGCTCACAACTGAGGAGGAATTTGTAGAAGGGATATACAAAGTGGAAATA
GACACCAAATCTTACTGGAAGTGTCTTGGCATCTCCCCATTCCATGAGCATGCAG
AGGTGGTATTCACAGCCAACGACTCCGGCCCCCGCCGCTACACCATTGCCGCCCT
GCTGAGCCCCTACTCCTATTCCACCACGGCTGTCGTCACCAATCCCAAGGAATAA

TMP-TTRC10A/K15A/A37C (SEQ ID NO:75):

ATGATCGAAGGTCCGACTCTGCGTCAGTGGCTGGCTGCTCGTGCTGGCGGTGGTG
GCGGAGGGGGTGGCATTGAGGGCCCAACCCTTCGCCAATGGCTTGCAGCACGCGC
AGGTCCAACTGGTACCGGTGAATCCAAGGCTCCTCTGATGGTCGCAGTTCTAGAT
GCTGTCCGAGGCAGTCCTGCCATCAATGTGGCCGTGCATGTGTTCAGAAAGGCTT
GTGATGACACCTGGGAGCCATTTGCCTCTGGGAAAACCAGTGAGTCTGGAGAGCT
GCATGGGCTCACAACTGAGGAGGAATTTGTAGAAGGGATATACAAAGTGGAAATA
GACACCAAATCTTACTGGAAGGCACTTGGCATCTCCCCATTCCATGAGCATGCAG
AGGTGGTATTCACAGCCAACGACTCCGGCCCCCGCCGCTACACCATTGCCGCCCT
GCTGAGCCCCTACTCCTATTCCACCACGGCTGTCGTCACCAATCCCAAGGAATAA

Ejemplo 23

Este ejemplo describe la expresion de proteinas de fusién de GLP-1 en E. coli. Se usaron 25-100 ml de un cultivo de
una noche saturado para inocular 50 ml de TB con kanamicina 20 pg/ml en un matraz con deflectores de 250 mly se
incubd a 37°C y 250 rpm durante una noche. Se usaron 10-35 ml de estos cultivos de una noche para inocular 1 | de
TB con kanamicina 20 pg/ml en un matraz con deflectores de 2 | y se incub6 a 37°C y 250 rpm hasta que la densidad
Optica a 600 nm alcanzé aproximadamente 0,7. Se indujeron entonces los cultivos a expresar proteina recombinante
mediante la adicion de: 1 ml de etanol que contenia N-(B-cetocaproil)-DL-homoserinalactona (Sigma) 30 pg/ml en el
caso de pAMG21, o IPTG 0,1 mM en el caso de pAMG33*. Se continué la incubacién durante 2-4 horas adicionales
y se recogieron las células mediante centrifugacion.

Ejemplo 24

Este ejemplo describe la purificacion de PTH-TTR(C10A/K15A/A81C). Se descongelaron aproximadamente 197 g de
pasta de E. coli del clon 5933 almacenada a -80°C en 1480 ml de Tris-HCI 50 mM, EDTA 5 mM, pH 8,0. Se
disolvieron 60 comprimidos de cdéctel inhibidor de proteasa Sigma 1-873-580 (Saint Louis, MO) en la suspensién
celular y se paso la suspension a través de un microfluidificador de modelo 110-Y (Microfluidics, Newton, MA) dos
veces a 96,5 MPa. Se centrifugd el lisado a 11.325 x g durante 50 min a 4°C. Se retird el sobrenadante como
fraccion soluble. Se calentd la fraccion soluble en bafio de agua a 65°C durante 30 minutos en frascos de
polipropileno, en cuyo momento la temperatura de los contenidos era de 63°C. Se centrifug6 la fraccion soluble a
11.325 x g durante 50 minutos a 4°C. Se retir6 el sobrenadante como termosoluble. Se filtr6 la fraccion termosoluble
a través de un filtro de acetato de celulosa de 0,45 um con dos prefiliros y se cargdé entonces en una columna Q-
sepharose fast flow de 240 ml (5 cm de DI) (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) a 25 ml/min equilibrada
en tampén Q A (Tris-HCI 20 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,0) a temperatura ambiente (aproximadamente 23°C). Se lavo
la columna con aproximadamente 2200 ml de tampdn Q A a 30 ml/min. Se eluyd la columna Q con 15 volimenes de
columna de gradiente lineal de 60% de tampo6n Q B (Tris-HCI 20 mM, NaCl 1 M, EDTA 2,5 mM, pH 8,0) seguido de
una etapa de 2 volimenes de columna de 100% de tampon Q B. Se agruparon las fracciones que contienen la
fusion de TTR determinadas por PAGE-SDS en un solo agrupamiento Q (1300 ml). Se afiadieron lentamente al
agrupamiento Q 464 ml de sulfato de amonio 3,8 M a pH 7,2. Se centrifug6 la disolucién a 11.325 x g durante 50 min
a 4°C. Se retird el sobrenadante como fraccién soluble con sulfato de amonio, se deseché y se resuspendio el
sedimento en 450 ml de NaH,PO, 10 mM, pH 7,0, mediante agitacion suave a temperatura ambiente durante
aproximadamente 30 min. Se retir6 el sobrenadante como fraccién soluble con tampén fosfato y se filtré a través de
un filtro de acetato de celulosa de 0,45 um. Se afiadieron 240 ul de ditiotreitol 1 M a la fraccién soluble con tampén
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fosfato y se carg6 en una columna de hidroxiapatito ceramico de tipo 1 de 105 ml (2,6 cm) (Bio-Rad Inc., Hercules,
CA) a 10 ml/min en tampén HA A. Se lavé la columna con aproximadamente 210 ml de tampén HA A a 10 ml/min,
seguido de 3 etapas de 25%, 50% y 100% de tampdén HA B (NaH.PO, 400 mM, pH 7,0). Se agruparon las
fracciones de la elucion al 50% como agrupamiento HA (725 ml) y se filtraron a través de un filiro de acetato de
celulosa de 0,22 pm. Se afiadieron 1,16 g de ditiotreitol al agrupamiento HA y se elevo el pH a 8,0 usando base Tris
seguido de incubacion a temperatura ambiente durante aproximadamente 30 minutos. Se diluy6 el agrupamiento HA
con 750 ml de agua y se carg6 en una columna Source 15Q de 50 ml (2,6 cm de DI) (Amersham Pharmacia Biotech)
a 10 ml/min seguido de lavado con aproximadamente 250 ml de tampén Q A. Se eluyd la columna con 20
volumenes de columna de gradiente lineal de 10 a 60% de tamp6n Q B seguido de una etapa de 2 volimenes de
columna de 100% de tampén Q B. Se agruparon las fracciones que contenian la fusién de TTR determinadas por
PAGE-SDS en un solo agrupamiento Q2 (170 ml) y se filtraron a través de un filtro de acetato de celulosa de 0,22
pm. Se determind que la concentracion de proteina era de 3,7 mg/ml usando un coeficiente de extincion calculado
de 23.950 M*cm™. Se determind que el nivel de pir6genos era <1 UE/mg de proteina usando el ensayo de lisado de
amebocitos de Limulus (Associates of Cape Cod, Falmouth, MA). Se determiné que el contenido de &cidos nucleicos
era despreciable, puesto que se determiné que la relacion de absorbancia a 260 nm frente a 280 nm era de 0,61.

Ejemplo 25

Este ejemplo describe la purificacion de TMP-TTR(C10A/D38C). Se descongelaron aproximadamente 170 g de
pasta de E. coli del clon 5705 almacenada a -80°C en 1275 ml de Tris-HCI 50 mM, EDTA 5 mM, pH 8,0. Se
disolvieron 50 comprimidos de cdctel inhibidor de proteasa Sigma 1-873-580 (Saint Louis, MO) en la suspension
celular y se paso la suspension a través de un microfluidificador de modelo 110-Y (Microfluidics, Newton, MA) dos
veces a 96 ,5 MPa. Se centrifugé el lisado a 11.325 x g durante 30 min a 4°C. Se retir6 el sobrenadante como
fraccion soluble y se desechd. Se resuspendieron los sedimentos en 1200 ml de agua usando un triturador de tejidos
y se afiadieron 20 comprimidos més de inhibidor de proteasa Sigma. Se centrifugd la suspensiéon a 11.325 x g
durante 30 min a 4°C. Se filtr6 el sobrenadante a través de un filtro Whatman GF/A y se afiadieron 2,1 y de
ditiotreitol seguido de incubacion a 7°C durante 30 minutos. Se carg6 la muestra reducida en una columna Q-
sepharose fast flow de 240 ml (5 cm de DI) (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) a 30 ml/min equilibrada
con tampén Q A (Tris-HCI 20 mM, 0,02% de azida de sodio, pH 8,0) a 7°C. Se lavo la columna con
aproximadamente 1920 ml de tamp6n Q A a 30 ml/min. Se eluyd la columna Q con 3 etapas de 20%, 35% y 100%
de tampén Q B (Tris-HCI 20 mM, NaCl 1 M, 0,02% de azida de sodio pH 8,0). Se afiadieron 13 ml de EDTA 500 mM
a pH 8,0 al flujo de la columna Q y se centrifugd durante 30 min a 11.325 g a 4°C. Se desecho el sobrenadante y se
resuspendio el sedimento en 700 ml de urea 4 M, Tris-HCI 20 mM, pH 8,0. Se filtr6 entonces el sedimento
solubilizado con urea a través de un filtro Whatman GF/A y se carg6 en una columna Q-sepharose fast flow de 240
ml (5 cm de DI) (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) a 30 ml/min equilibrada con tampdn Q A (Tris-HCI
20 mM, 0,02% de azida de sodio, pH 8,0) a 7°C. Se lavo la columna con aproximadamente 1920 ml de tamp6n Q A
a 30 ml/min. Se eluyo la columna Q con 3 etapas de 20%, 35% y 100% de tampo6n Q B (Tris-HCI 20 mM, NaCl 1 M,
0,02% de azida de sodio, pH 8,0) a 15 ml/min. Se agruparon las fracciones que contenian el pico de elucion al 35%,
se filtraron a través de un filtro de acetato de celulosa de 0,22 um y se afiadieron 0,5 g de ditiotreitol (concentracion
final 10 mM) seguido de incubacion durante 30 min a 7°C. Se cargd entonces el agrupamiento Q al 35% en una
columna de hidroxiapatito ceramico de tipo 1 de 45 ml (2,6 cm) (Bio-Rad Inc., Hercules, CA) a 5 ml/min en Tris-HCI
20 mM, NaCl 350 mM, pH 8,0 a 7°C. Se lavo la columna con aproximadamente 70 ml de Tris-HCI 20 mM, NaCl 350
mM, pH 8,0 a 5 ml/min seguido de 3 etapas de 2,5%, 25% y 100% de tampon HA B (NaH,PO4 400 mM, pH 7,0). Se
agruparon las fracciones de elucion al 2,5% como agrupamiento HA (80 ml) y se filtraron a través de un filtro de
acetato de celulosa de 0,22 pm. Se determiné que la concentracion de proteina era de 6,8 mg/ml usando un
coeficiente de extincion calculado de 29.450 M™*cm™. Se determind que el nivel de pirégenos era <1 UE/mg de
proteina usando el ensayo de lisado de amebocitos de Limulus (Associates of Cape Cod, Falmouth, MA). Se
determiné que el contenido de acidos nucleicos era despreciable, puesto que la relacién de absorbancia a 260 nm
frente a 280 nm era de 0,54.

Ejemplo 26

Este ejemplo describe el replegamiento y purificacion de TTR(C10A)-CH2-TMP. Se descongelaron
aproximadamente 23 g de pasta de E. coli del clon 6104 almacenada a -80°C en 200 ml de Tris-HCI 50 mM, EDTA 5
mM, pH 8,0. Se disolvieron 10 comprimidos de cdctel inhibidor de proteasa Sigma 1-873-580 (Saint Louis, MO) en la
suspension celular y se pas6 la suspension a través de un microfluidificador (Microfluidics, Newton, MA) dos veces a
82,74 MPa. Se centrifugé el lisado a 15.344 x g durante 50 min a 4°C. Se retir6 el sobrenadante como fraccion
soluble y se deseché. Se resuspendié el sedimento en 200 ml de Tris-HCI 50 mM, EDTA 5 mM, pH 8,0 usando
triturador de tejidos. Se centrifug6 la suspensién a 15.344 x g durante 50 min a 4°C. Se retir6 el sobrenadante como
lavado y se desechd. Se resuspendié el sedimento en 50 ml de Tris-HCI 50 mM, EDTA 5 mM, pH 8,0 usando un
triturador de tejidos. Se centrifugé la suspension a 14.000 x g durante 10 min a temperatura ambiente. Se retir6 el
sobrenadante como lavado y se desech6. Se disolvieron los sedimentos en 50 ml de guanidina-HCI 8 M, Tris-HCI 50
mM, pH 8,0 usando un sonicador durante aproximadamente 1 min. Se redujo la proteina disuelta durante 30 min a
temperatura ambiente afiadiendo 500 pl de DTT 1 M. Se centrifug6 la proteina reducida durante 30 min a 20°C a
27.216 g. Se afiadié entonces sobrenadante a 4 | de base de Tris 50 mM, base de arginina 160 mM, urea 1 M,
cistamina 1 mM, cisteina 4 mM, pH 9,5 a 2 ml/min y se incubé aproximadamente 16 horas a 4°C. Se filtr6 entonces
la proteina replegada a través de un Gellman SUPORCAP® 50 y se concentré entonces a aproximadamente 500 ml
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usando un sistema de flujo tangencial de membrana YM10 Pall Filtron de 0,28 m? seguido de diafiltracion frente a 2 |
de Tris-HCI 20 mM, pH 8,0. Se cargd entonces la proteina concentrada en una columna Source 15Q de 45 ml (2,6
cm de DI) (Amersham Pharmacia Biotech) a 18 ml/min seguido de lavado con aproximadamente 150 ml de tampén
Q A (Tris-HCI 20 mM, pH 8,0). Se eluyé la columna con 20 volimenes de columna de gradiente lineal de 0 a 60% de
tampén Q B seguido de una etapa de 2 voliumenes de columna de 100% de tamp6n Q B. Se agruparon las
fracciones que contenian la fusion de TTR determinadas por PAGE-SDS en un solo agrupamiento Q (29 ml). Se
concentré el agrupamiento Q a aproximadamente 6,3 ml usando un Millipore CENTRIPREP™ 10 y se pasé entones
a través de un filtro de membrana Pall ACRODISC® MUSTANG™ E a 1 ml/min. Se determiné que la concentracién
de proteina era de 10,5 mg/ml usando un coeficiente de extincién calculado de 46.410 M?*cm™. Se determiné que el
nivel de pirégenos era <1 UE/mg de proteina usando el ensayo de lisado de amebocitos de Limulus (Associates of
Cape Cod, Falmouth, MA). Se determiné que el contenido de &cidos nucleicos era despreciable, puesto que se
determin6 que la relacion de absorbancia a 260 nm frente a 280 nm era de 0,51.

Ejemplo 27

Este ejemplo describe la purificacién de GLP1-TTR (C10A/K15A/G83C). Se descongelaron aproximadamente 30 g
de pasta de E. coli del clon 6450 almacenada a -80°C en 250 ml de NaH,PO4 50 mM, pH 7,0. Se paso la suspension
celular a través de un microfluidificador (Microfluidics, Newton, MA) dos veces a 82,74 MPa. Se centrifugo el lisado a
15.344 x g durante 50 min a 4°C. Se desechd el sobrenadante como fraccion soluble y se resuspendio el sedimento
en 200 ml de desoxicolato usando un triturador de tejidos. Se centrifug6 la suspensién a 15.344 x g durante 50 min a
4°C. Se desechd el sobrenadante como lavado y se resuspendié el sedimento en 200 ml de agua usando un
triturador de tejidos. Se centrifugd la suspension a 15.344 x g durante 50 min a 4°C. Se desechd el sobrenadante
como lavado y se resuspendié el sedimento en 100 ml de agua usando un triturador de tejidos. Se centrifugé la
suspension a 27.216 x g durante 30 min a temperatura ambiente. Se deseché el sobrenadante como lavado y se
disolvieron aproximadamente 2/3 de los sedimentos en 75 ml de guanidina-HCI 8 M, Tris-HCI 50 mM, pH 8,0
mediante agitacion durante aproximadamente 15 min. Se centrifugd la suspension a 27.216 x g durante 30 min a
temperatura ambiente y se diluy6é el sobrenadante con 18 ml de agua. Se cargd entonces la muestra en una
columna Sepharose fast flow quelante de 40 ml (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ), cargada con NiCls,
a 5 ml/min. Después de lavar con aproximadamente 150 ml de tamp6n de Ni A (guanidina-HCI 6 M, 37,5 ml de Tris-
HCI, pH 8,0) a 10 ml/min, se eluy6 con dos etapas de 10% y 100% de tampdn Ni B (guanidina-HCI 6 M, Tris-HCI
37,5 mM, imidazol 400 mM, pH 8,0). Se combinaron los picos que contenian el constructo de fusion como
agrupamiento Ni (40 ml) y se determiné que el contenido de proteina era de 6,4 mg/ml observando la absorbancia a
280 nm en guanidina-HCI 8 M usando un coeficiente de extincion de 25.440 M™. Se afiadieron 800 ul de EDTA 500
mM, pH 8,0 y se retiraron 80 mg de proteina de la reaccion de pegilacion. Se afiadieron 230 pl de DTT 1 M y se
incubd durante 30 min a 30°C. Se cargd en una columna media de SEPHADEX™ G25 de 130 ml (2,6 cm de DI)
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) a 8 ml/min en Tris-HCI 20 mM, urea 6 M, pH 8,5. Se agruparon los
picos de proteina determinados por absorbancia a 280 nm (22 ml) y se determind que la concentracion era de 3,2
mg/ml observando la absorbancia a 280 nm en Tris-HCI 20 mM, urea 6 M, pH 8,5 usando un coeficiente de
extraccion de 25.440 M™. Se hizo reaccionar un 45% del material intercambiado por tampén con 950 i de metoxi-
PEG-maleimida 5K 5 mM (Shearwater 25 Corporation, Huntsville, AL) durante 140 min a 30°C. Se afiadieron 100 pl
de 2-mercaptoetanol 1 M a cada reaccion para inactivar. Se dializé la reaccion frente a 1 | de NaH;PO4 25 mM, urea
3 M, pH 7,25 usando un Slidealyzer Pierce de 10 kDa durante 2 horas a temperatura ambiente. Se cambio el tampon
de dialisis por NaH,PO4 25 mM, 10% de sacarosa, EDTA 2 mM, pH 7,25 y se incub6 durante aproximadamente 16
horas a temperatura ambiente. Se afiadieron 140 yl de CHAPS al 5% y 7,28 pl de 2-mercaptoetanol y 0,475 ml de
caspasa 3 mg/ml, seguid o de una incubacion de 2 horas a temperatura ambiente. Se cargo la mezcla de reaccion
en una columna HiTrap Q-sepharose HP de 5 ml (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) a 1 ml/min en
Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, seguido de un lavado de aproximadamente 15 ml con el mismo tampon. Se desarrolld
entonces la columna a 5 ml/min usando un gradiente lineal de 60% de Tris-HCI 20 mM, NaCl 1 M, pH 8,0 seguido de
una etapa de 100% de tampdn de elucion. Se agruparon las fracciones que contenian la fusién de TTR
determinadas por PAGE-SDS en un solo agrupamiento Q (9,5 ml). Se concentr6 el agrupamiento Q a 3,2 ml usando
un Millipore CENTRIPREP™ de 30 kDa y se filtr6 a través de una membrana Pall MUSTANG™ E aproximadamente
a 1 ml/min. Se diluy6 el agrupamiento Q a 6,5 ml con agua y se afadieron 375 pl de acetonitrilo. Se inyecté en una
columna Vydac C4 de proteina/péptido de 10 X 250 mm (Vydac, Hisperia, CA) en 95% de tampon RP A (0,1% de
acido trifluoroacético) con 5% de tampon RP B (95% de acetonitrilo, 0,1% de acido trifluoroacético) a 5 ml/min. Se
desarrollé la columna pasando un gradiente lineal de 100% de tampén RP B. Se concentrd el pico de proteina a
aproximadamente 3 ml usando un Millipore CENTRIPREP™ de 30 kDa y se diluyé a 15 ml usando Tris-HCI 20 mM,
pH 8,0. Se repitid el intercambio de tampdén 3 veces mas y se pasé entonces a través de una membrana Pall
MUSTANG™ E a aproximadamente 1 ml/min. Se determind que la concentracion de proteina era de 7,7 mg/ml
usando un coeficiente de extincién calculado de 25.440 M*cm™. Se determiné que el nivel de pirégenos era < 1
UE/mg de proteina usando el ensayo de lisado de amebocitos de Limulus (Associates of Cape Cod, Falmouth, MA).
Se determin6é que el contenido de acido nucleico era despreciable, puesto que se determind que la relacion de
absorbancia a 260 nm frente a 280 nm era de 0,54.

Ejemplo 28

Este ejemplo muestra el efecto de inyectar constructos de GLP1-TTR pegilados en ratones sobre los niveles
sanguineos de glucosa. Para este ejemplo, se repartieron 40 ratones db/db macho de 9 semanas de edad en 4
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grupos y se les inyectd (hora 0) por via intraperitoneal 7,4-16,6 mg de proteina de ensayo por animal (538 pmol de
mondémeros para todos los grupos) (10 mg de constructo de fusion GLP1-TTR pegilado de 5K, 10 mg de constructo
de fusion GLP-1TTR pegilado de 5K, 16,6 mg de GLP1-Fc y 7,4 mg de un control TTR(C10A)). Se extrajo sangre de
cada grupo en los puntos temporales 0 (medida del valor de referencia), 1, 4, 6, 12, 24 y 48 horas después de la
inyeccion. Se mantuvo la alimentacién de los ratones durante las 6 primeras horas del experimento y se reemplaz6
después de extraer sangre en el punto temporal de 6 horas.

Se analizé en cada gota de sangre recogida por punto temporal el contenido de glucosa usando un glucosimetro
One Touch Prdfile y los resultados se exhiben en la Figura 12.

Ejemplo 29

Este ejemplo muestra el efecto de inyectar constructos de TMP-TTR con dominios CH2 de anticuerpo fusionados en
ratones sobre el recuento sanguineo de plaquetas. Para este ejemplo, se repartieron 50 ratones BDF1 hembra en 5
grupos y se les inyecto (dia 0) por via subcutdnea 50 mg de proteina de ensayo por kg de animal (constructo de
fusién de TMP, Fc-TMP o control de TTR(C10A)). Se dividié en dos mitades cada grupo y se extrajo sangre (140 ml)
en puntos temporales alternados (dia 0, 3, 5, 7 y 10). Se anestesiaron los ratones con isoflurano antes de la
recogida.

Se analiz6 la sangre recogida para un recuento completo y diferencial usando un analizador automético de sangre
ADVIA 120 con software de marido (Bayer Diagnostics, Nueva York, NY). Como se observa en la Figura 13, la Fc-
TMP mostré la mayor respuesta, elevandose el recuento de plaquetas a mas de 4,2 x 10 plaquetas por | el dia 5,
que es 3 veces el valor de referencia de 1,4 x 10 plaquetas por |. Los tres constructos de TMP-TTR fusionados con
CH2 actuaron mejor que el control, pero no tan bien como Fc-TMP, con recuentos de plaquetas de entre 2,3 x 10 y
2,6 x 10" plaquetas por | el dia 5, que es entre un 64 y un 86% de mejora frente al valor de referencia.

Ejemplo 30

Este ejemplo muestra el efecto de inyectar constructos de TTR pegilados con TMP fusionado con el extremo
carboxilo de TTR pegilada en ratones sobre el recuento sanguineo de plaquetas. Para este ejemplo, se repartieron
80 ratones BDF1 en 8 grupos y se les inyectd (dia 0) por via subcutanea 50 mg de proteina de ensayo por kg de
animal (constructos de fusién de TMP, Fc-TMP o un control de TTR(C10A)). Se dividié cada grupo en dos mitades y
se extrajo sangre (140 ml) en puntos temporales alternados (dias 0, 3, 5, 7, 10 y 12). Se anestesiaron los ratones
con isoflurano antes de la recogida.

Se analiz6 en la sangre recogida un recuento completo y diferencial usando un analizador automético de sangre
ADVIA 120 con software de murido (Bayer Diagnostics, Nueva York, NY). Como se observa en la Figura 14, la Fc-
TMP y las tres fusiones (TMP-TTR) aminoterminales mostraron la mayor respuesta, elevandose el recuento de
plaguetas a entre 4,3 x 10 y 4,6 X 10" plaquetas por | el dia 5, que es mas de 3 veces el valor de referencia de 1,3
x 10" plaquetas por I. Los tres constructos (TTR-TMP) carboxiterminales actuaron mejor que el control.

Ejemplo 31

Este ejemplo muestra el efecto de inyectar constructos de TTR-TMP pegilados que contienen una alteracion K15A
en ratones sobre el recuento sanguineo de plaquetas. Para este ejemplo, se repartieron 120 ratones BDF1 en 12
grupos y se les inyecté (dia 0) por via subcutanea 50 mg de proteina de ensayo por kg de animal (constructos de
fusion de TMP, Fc-TMP o un control de TTR(C10A)) (este estudio se repartié en dos lotes (muestras de PEG 20K en
uno y PEG 5K y no pegiladas en el otro) completados en momentos separados con controles repetidos). Se dividid
cada grupo en dos mitades y se extrajo sangre (140 ml) en puntos temporales alternados (dias 0, 3, 5, 7, 10 y 12).
Los ratones se anestesiaron con isoflurano antes de la recogida.

Se analiz6 en la sangre recogida un recuento completo y diferencial usando un analizador automatizado de sangre
ADVIA 120 con software de murido (Bayer Diagnostics, Nueva York, NY). Como se observa en la Figura 15A, los
dos constructos no pegilados superaban el valor de referencia (1,3 x 10™ plaquetas por I), elevandose las
respuestas de plaquetas el dia 5 a entre 1,8 x 10"y 2,0 x 10*? plaquetas por |. Como se observa en la Figura 15B, la
Fc-TMP y las tres fusiones pe%iladas con 5K mostraban respuestas equivalentes el dia 5, elevandose los recuentos
de [Zi)laquetas a entre 3,5 x 10" y 4,4 X 10 plaquetas por I, que es al menos 2,7 veces el valor de referencia (1,3 x
10™ plaquetas por ). Como se observa en la Figura 15C, Fc-TMP vy las tres fusiones Pegiladas de 20 K mostraban
respuestas equivalentes el dia 5, elevandose el recuento de plaquetas a entre 4,3 x 10 2 y 4,6 x 10" plaquetas por |,
gue es mas de tres veces el valor de referencia de 1,3 x 10" plaquetas por I.

Ademas, los constructos de TTR pegilados de 20K parecen tener una respuesta prolongada mejorada, estando las
plaguetas del dia 7 en el intervalo de 3,7 10'% a 4,9 x 10" plaquetas por I, en comparacién con Fc-TMP a 3,1 x
10" plaquetas por |. Esta respuesta prolongada se mantiene el dia 10 para los tres constructos de TTR pegilados de
20K, estando las plaquetas en el intervalo de 2,3 x 10™* a 3,1 x 10" plaquetas por |, en comparacién con Fc-TMP a
2,0 x 10*? plaquetas por |.
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LISTADO DE SECUENCIAS

Lys val

15

His val

Gly Lys

Glu Phe

Trp

Phe Thr
95

Leu Ser

Glu

tctagatgct
tgctgatgac
tgggctcaca
atcttactgg
agccaacgac

ttccaccacg

<110> Amgen Inc

<120> Uso de fusiones de proteina/péptido de transtiretina para aumentar...

<130> A-813A (PCT)

<140> TBA

<141> 04-03-2003

<150> A-813

<151> 04-04-2002

<160> 75

<170> Patentln version 3.1

<210> 1

<211> 127

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Gly Pro Thr Gly ghr Gly Glu Ser Lys Cys Pro Leu Met val

1 10

Leu Asp Ala val Arg Gly Ser Pro Ala Ile Asn val Ala val
20 25 30

Phe Arg Lys Ala Ala Asp Asp Thr Trp Glu Pro Phe Ala Ser

35 40 45
Thr Ser Glu Ser Gly Glu Leu His Gly Leu Thr Thr Glu Glu
50 55 60

val Glu Gly Ile Tyr Lys val Glu Ile Asp Thr Lys Ser Tyr

65 7 75

Ala Leu Gly Ile ggr Pro Phe His Glu gas Ala Glu val val

Ala Asn Asp Ser Gly Pro Arg Arg Tyr Thr Ile Ala Ala Leu
100 105 110

Pro Tyr Ser Tyr Ser Thr Thr Ala val val Thr Asn Pro Lys

115 120 125

<210> 2

<211> 387

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2

agtggtccaa ctggtaccgg tgaatccaag tgtcctctga tggtcaaagt

gtccgaggca gtcctgccat caatgtggcc gtgcatgtgt tcagaaaggce

acctgggagc catttgcctc tgggaaaacc agtgagtctg gagagctgca

actgaggagg aatttgtaga agggatatac aaagtggaaa tagacaccaa

aaggcacttg gcatctcccc attccatgag catgcagagg tggtattcac

tccggeecce gccgetacac cattgecgec ctgctgagcec cctactccta

gctgtcgtca ccaatcccaa ggaataa
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<210> 3

<211> 387
<212> ADN
<213>

<400> 3

atgggtccaa
gtccgaggca
acctgggagce
actgaggagg
aaggcacttg
tccggeccecc
gctgtcgtca

<210> 4

<211> 387
<212> ADN
<213>

<400> 4

atgggtccaa
grccgaggca
acctgggage
actgaggagg
aaggcacttg
tcecggeccce
gctgtcgtca

<210> 5

<211> 387
<212> ADN
<213>

<400> 5

atgggtccaa
gtccgaggcea
acctgggage
actgaggagg
aaggcacttg
tcecggeecce
gctgtegtcea

<210> 6

<211> 387
<212> ADN
<213>

<400> 6

Homo sapiens

ctggtaccgg
gtcctgecat
catttgcctc
aatttgtaga
gcatctcccc
gccgctacac

ccaatcccaa

Homo sapiens

ctggtaccgg
gtcctgccat
catttgcctc
aatttgtaga
gcatctcecc
gcecgetacac

ccaatcccaa

Homo sapiens

ctggtaccgg
gtcctgecat
catttgcctc
aatttgtaga
gcatctcccc
gccgctacac

ccaatcccaa

Homo sapiens

tgaatccaag
caatgtggcc
tgggaaaacc
agggatatac
attccatgag
cattgccgec

ggaataa

tgaatccaag
caatgtggcc
tgggaaaacc
agggatatac
attccatgag
cattgccgee

ggaataa

tgaatccaag
caatgtggcc
tgggaaaacc
agggatatac
attccatgag
cattgccgec

ggaataa
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gctcctctga
gtgcatgtgt
agtgagtctg
aaagtggaaa
catgcagagg

ctgctgagcc

gctcctetga
gtgcatgtgt
agtgagtctg
aaagtggaaa
catgcagagg
ctgctgagcec

gctcctctga
gtgcatgtgt
agtgagtctg
aaagtggaaa
catgcagagg

ctgctgagcc

tggtcaaagt
tcagaaaggc
gagagctgca
tagacaccaa
tggtattcac

cctactccta

tggtcaaagt
tcagaaaggc
gagagctgca
tagacaccaa
tggtattcac

cctactccta

tggtcaaagt
tcagaaaggc
gagagctgca
tagacaccaa
tggtattcac

cctactccta

32

tctagatget
tgctgatgac
tgggctcaca
atcttactgg
agccaacgac

ttccaccacg

tctagatgct
ttgtgatgac
tgggctcaca
atcttactgg
agccaacgac

ttccaccacg

tctagatgct
tgcttgtgac
tgggctcaca
atcttactgg
agccaacgac

ttccaccacg
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atgggtccaa ctggtaccgg
gtccgaggca gtcctgecat
acctgggagc catttgcctc
actgaggagg aatttgtaga
aagtgtcttg gcatctcccc
tCCggeecee gecgetacac

gctgtcgtca ccaatcccaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

atgggtccaa
gtccgaggcea
acctgggagc
actgaggagg
aaggcacttt
tccggecece

gctgtcgtca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

atgggtccaa ctggtaccgg
gtccgaggca gtcctgccat
acctgggagc catttgcctc
actgaggagg aatttgtaga
aaggcacttt gcatctcccc

tccggeccce goecgetacac

7
387

ADN

Homo sapiens

7

8

387

ADN

Homo sapiens

8

ctggtaccgg
gtcctgccat
catttgcctc
aatttgtaga
gcatctcecc
gccgetacac

ccaatcccaa

tgaatccaag
caatgtggcc
tgggaaaacc
agggatatac
attccatgag
cattgccgec

ggaataa

tgaatccaag
caatgtggcc
tgggaaaacc
agggatatac
attccatgag
cattgccgec

ggaataa

tgaatccaag
caatgtggcc
tgggaaaacc
agggatatac
attccatgag

cattgcegec

gctgtcgtca ccaatcccaa ggaataa

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

9

495

ADN

Homo sapiens

9
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gctcctctga
gtgcatgtgt
agtgagtctg
aaagtggaaa
catgcagagg

ctgctgagec

gctcctctga
gtgcatgtgt
agtgagtctg
aaagtggaaa
catgcagagg
ctgctgagec

gctcctctga
gtgcatgtgt
agtgagtctg
aaagtggaaa
catgcagagg

ctgctgagcec

tggtcaaagt
tcagaaaggc
gagagctgca
tagacaccaa
tggtattcac

cctactccta

tggtcaaagt
tcagaaaggc
gagagctgca
tagacaccaa
tggtattcac

cctactccta

tggtcgcagt
tcagaaaggc
gagagctgca
tagacaccaa
tggtattcac

cctactccta

33

tctagatgct
tgctgatgac
tgggctcaca
atcttactgg
agccaacgac

ttccaccacg

tctagatgct
tgctgatgac
tgggctcaca
atcttactgg
agccaacgac

ttccaccacg

tctagatgct
tgctgatgac
tgggctcaca
atcttactgg
agccaacgac

ttccaccacg
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atgatcgaag
gggggtggca
ggtaccggtg
cctgeccatca
tttgcctctg
tttgtagaag
atctcceccat
cgctacacca

aatcccaagg

<210>
<211>
<212>
<213>

10
495
ADN

<400> 10

atgatcgaag
gggggtggca
ggtaccggtg
cctgccatca
tttgcctctg
trtgtagaag
atctccccat
cgctacacca

aatcccaagg

<210>
<211>
<212>
<213>

11
495
ADN

<400> 11

atgatcgaag
ggggatggca
ggtaccggtg
cctgccatca
tttgcctctg
tttgtagaag
atctccccat

cgctacacca

aatcccaagg

<210>
<211>
<212>
<213>

12
495
ADN

<400> 12

gtccgactct
ttgagggccc
aatccaagtg
atgtggccgt
ggaaaaccag
ggatatacaa
tccatgagca
ttgecegeect

aataa

Homo sapiens

gtccgactct
ttgagggccc
aatccaaggc
atgtggccgt
ggaaaaccag
ggatatacaa
tccatgagca
ttgccgeect

aataa

Homo sapiens

gtccgactct
ttgagggccc
aatccaaggc
atgtggccgt
ggaaaaccag
ggatatacaa
tccatgagcea
ttgccgeect

aataa

Homo sapiens

gcgtcagtgg
aacccttegc
tcctetgatg
gcatgtgttc
tgagtctgga
agtggaaata
tgcagaggtg
gctgagcccc

gcgtcagtgg
aacccttege
tcctetgatg
gcatgtgttc
tgagtctgga
agtggaaata
tgcagaggtg
gctgageecc

gcgtcagtgg
aacccttecgce
tcctctgatg
gcatgtgttc
tgagtctgga
agtggaaata
tgcagaggtg
gctgagccce

ES 2400341 T3

ctggcetgcetc
caatggcttg
gtcaaagttc
agaaaggctg
gagctgcatg
gacaccaaat
gtattcacag

tactcctatt

ctggctgcetc
caatggcttg
gtcaaagttc
agaaaggctt
gagctgcatg
gacaccaaat
gtattcacag
tactcctatt

gtgctggcgg
cagcacgcgce
tagatgctgt
ctgatgacac
ggctcacaac
cttactggaa
ccaacgactc

ccaccacggce

gtgctggegg
cagcacgcgce
tagatgctgt
gtgatgacac
ggctcacdac
cttactggaa
ccaacgactc

ccaccacggce

ctggectgetc gtgctggcgg
caatggcttg cagcacgcge

gtcaaagttc tagatgctgt

agaaaggctg cttgtgacac

gagctgcatg ggctcacaac

gacaccaaat cttactggaa

gtattcacag ccaacgactc

tactcctatt ccaccacggce

34

tggtggcgga
aggtccaact
ccgaggcagt
ctgggagcca
tgaggaggaa
ggcacttggc
cggceccege

tgtcgtcacc

tggtggcgga
aggtccaact
ccgaggcagt
ctgggagcca
tgaggaggaa
ggcacttggce
cggceeccgce

tgtegtcacc

tggtggcgga
aggtccaact
ccgaggcagt
ctgggagcca
tgaggaggaa
ggcacttggc
cggcceecge

tgtegtcacc

60
120
180
240
300
360
420
480
495

60
120
180
240
300
360
420
480
495

60
120
180
240
300
360
420
480
495



10

15

atgatcgaag
gggggtggca
ggtaccggtg
cctgccatca
tttgcctetg
tttgtagaag
atctccccat
cgctacacca

aatcccaagg

<210>
<211>
<212>
<213>

13
495
ADN

<400> 13

atgatcgaag
gggggtggca
ggtaccggtg
cctgccatca
tttgcctctg
tttgtagaag
atctccccat

cgctacacca

aatcccaagg

<210>
<211>
<212>
<213>

14
489
ADN

<400> 14

atgtctgttt
cgtgttgaat
ggtgaatcca
atcaatgtgg
tctgggaaaa
gaagggatat
ccattccatg
accattgccg

aaggaataa

<210>
<211>
<212>
<213>

15
843
ADN

<400> 15

gtccgactct
ttgagggccc
aatccaaggc
atgtggccegt
ggaaaaccag
ggatatacaa
tccatgagea
ttgccgecct

aataa

Homo sapiens

gtccgactct
ttgagggccc
aatccaaggc
atgtggccgt
ggaaaaccag
ggatatacaa
tccatgagca
ttgccgeect

aataa

Homo sapiens

ctgaaatcca
ggctgcgtaa
aggctcctet
ccgtgeatgt
ccagtgagtc
acaaagtgga
agcatgcaga

ccctgcectgag

Homo sapiens

gcgtcagtgg
aacccttegce
tcctctgatg
gcatgtgttc
tgagtcfgga
agtggaaata
tgcagaggtg
gctgagcccc

gcgtcagtgg

aacccttcge caatggettg cagcacgege

tcctctgatg
gcatgtgttc
tgagtctgga
agtggaaata
tgcagaggtg

gctgagcecc

gctgatgcat
gaaactgcag
gatggtcgea
gttcagaaag
tggagagctg
aatagacacc
ggtggtattc

cccctactcc

ES 2400341 T3

ctggctgctc
caatggcttg
gtcaaagttc
agaaaggctg
gagctgcatg
g#caccaaat
gtattcacag

tactcctatt

ctggctgctc gtgetggegg

gtcaaagttc tagatgctgt

agaaaggctg
gagctgcatg
gacaccaaat
gtattcacag

tactcctatt

aacctgggta
gacgttcata
gttctagatg
gctgctgatg
catgggctca
aaatcttact
acagccaacg

tattccacca

ctgatgacac
ggctcacaac
cttactggaa
ccaacgactc

ccaccacggce

aacatctgaa
actttggtcc
ctgtccgagg
acacctggga
caactgagga
ggaagtgtct
actccggecc

cggctgtcgt

gtgctggcgg
cagcacgegce
tagatgctgt
ctgatgacac
ggctcacaac
cttactggaa
ccaacgactc

¢caccacggc

35

tggtggcgga
aggtccaact
ccgaggcagt
ctgggagceca
tgaggaggaa
gtgtcttggc
cggceccege

tgtcgtcacc

tggtggcaga
aggtccaact
ccgaggcagt
ctgggageca
tgaggaggaa
ggcactttgc
cggcccccge

tgtcgtcacc

ctctatggaa
aactggtacc
cagtcctgec
gccatttgec
ggaatttgta
tggcatctcc
ccgecgetac

caccaatccc

60
120
180
240
300
360
420
480
495

60
120
180

240
300
360
420
480
495

60
120
180
240
300
360
420
480
489



10

atgcgaccgt
cagaaaacct
gttaacctgg
atccacggtg
ctggaagcag
ttcatccgct
ttcctgtgea
ggcgtgatgg
tccaaggetce
gtggccgtgc
aaaaccagtg
atatacaaag
catgagcatg
gccgeectge
taa

<210>
<211>
<212>
<213>

16
855
ADN

<400> 16

atgggtccaa
gtccgaggcea
acctgggagc
actgaggagg
aaggcacttg
tccggeeccc
gctgtcgtca
aaaatgcagg
cagctggttg
gtaccgatcg
tgcgtgaaat
agcgaaaacc
accagcttcg
cagccggtaa

caggaagacg

<210>
<211>
<212>
<213>

17
439
ADN

<400> 17

ccggccgtaa
tctacctgeg
aagaaaaaat
gtaaaatgtg
ttaacatcac
ctgacagcgg
ctgctatgga
taaccaaatt
ctctgatggt
atgtgttcag
agtctggaga
tggaaataga
cagaggtggt

tgagcccecta

Homo sapiens

ctggtaccgg
gtcctgecat
catttgcctce
aatttgtaga
gcatctccce
gcecgctacac
ccaatcccaa
ctttccgtat
ctggctacct
aaccgcacgc
ctggtgacga
gcaaacagga
aatctgctgce
gcctgaccaa

aataa

Homo sapiens

gagctccaaa
caacaaccag
cgacgttgta
cctgagctge
tgacctgagce
cccgaccacc
agctgaccag
ctacttccag

caaagttcta

aaaggctgcet
gctgcatggg
caccaaatct
attcacagcc

ctcctattcc

tgaatccaag
caatgtggcc
tgggaaaacc
agggatatac
attccatgag
cattgccgec
ggaaggtagt
ctgggacgtt
gcagggtccg
tctgttectg
aactcgtctg
caaacgtttc
ttgccegggt

catgccggac

ES 2400341 T3

atgcaggctt
ctggttgctg
ccgatcgaac
gtgaaatctg
gaaaaccgca
agctrcgaat
ccggtaagec
gaagacgaag
gatgctgtec
gatgacacct
ctcacaactg
tactggaagg
aacgactccg

accacggctg

gctectctga
gtgcatgtgt
agtgagtctg
aaagtggaaa
catgcagagg
ctgctgagcc
ggtagccgac
aaccagaaaa
aacgttaacc
ggtatccacg
cagctggaag
gcattcatcc
tggttcctgt
gaaggcgtga

tccgtatctg
gctacctgcea
cgcacgctct
gtgacgaaac
aacaggacaa
ctgctgctrtg
tgaccaacat
gtccaactgg
gaggcagtcc
gggagccatt
aggaggaatt
cacttggcat
gcecceccgecg

tcgtcaccaa

tggtcaaagt
tcagaaaggc
gagagctgca
tagacaccaa
tggtattcac
cctactccta
cgteccggecg
cctrctacct
tggaagaaaa
gtggtaaaat
cagttaacat
gctctgacag
gcactgctat

tggtaaccaa

36

ggacgttaac
gggtccgaac
gttcctgggt
tcgtctgeag
acgtttcgca
cccgggtgg
gccggacgaa
taccggtgaa

tgccatcaat

tgcctctggg
tgtagaaggg
ctcecccattce
ctacaccatt

tcccaaggaa

tctagatgct
tgctgatgac
tgggctcaca
atcttactgg
agccaacgac
ttccaccacg
taagagctcc
gcgcaacaac
aatcgacgtt
gtgcctgagce
cactgacctg
cggceccgacce
ggaagctgac

attctacttc

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
720
780
840
843

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
855



10

15

20

25

30

35

catatgggtc
gctgtccgag
gacacctggg

acaactgagg

tggaaggcac

gactccggec

caactggtac
gcagtcctgce
agccatttgce
aggaatttgt

tttgcatcte

ccecgecgceta

cggtgaatcc
catcaatgtg
ctctgggaaa
agaagggata

cccattccat
caccattgcc

caaggaagga

actgcagtcg tcaccaatcc

tcceccgetgt aatctcgag

<210> 18

<211> 36

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18

ES 2400341 T3

aaggctcctc tgatggtcaa agttctagat
gccgtgecatg tgttcagaaa ggctgctgat
accagtgagt ctggagagct gcatgggctc
tacaaagtgg aaatagacac caaatcttac
gagcatgcag aggtggtatt cacagccaac
gccctgctga gcccctactc ctattecacc

tcaggatccg gaaaacgtcc gccgggtttc

gaggaataac atatgggtcc aactggtacc ggtgaa 36

<210> 19

<211> 36

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 19

ccgcggatec tecgagattat teettgggat tggtga 36

<210> 20

<211> 48

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 20

gaggaataac atatgggtcc aactggtacc ggtgaatcca aggctcct 48

<210> 21

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21

agaaaggctt gtgatgacac ctgg 24

<210> 22

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 22

ccaggtgtca tcacaagcct ttct 24

<210> 23

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23

agaaaggctg cttgtgacac ctgg 24

37

60
120
180
240
300
360
420
439



10

15

20

25

30

35

40

45

<210> 24

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 24
ccaggtgtca caagcagcct ttct

<210> 25

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 25
tactggaagt gtcttggeat ctce

<210> 26

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 26
ggagatgcca agacacticc agta

<210> 27

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27
aaggcacttt gcatctecec attc

<210> 28

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 28

gaatggggag atgcaaagtg cctt

<210> 29

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 29
ctgatggtcg cagttctaga t

<210> 30

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 30

atctagaact gcgaccatca g

<210> 31
<211> 36
<212> ADN

ES 2400341 T3

24

24

24

24

24

21

21

38



10

15

20

25

30

35

40

<213>

<400>

ES 2400341 T3

Homo sapiens

31

gaggaataac atatgatcga aggtccgact ctgegt

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

32

41

ADN

Homo sapiens

32

36

ttcaccggta ccagttggac ctgcgegtge tgecaagcecat t 41

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

33

33

ADN

Homo sapiens

33

gaggaataac atatgtctgt ttctgaaatc cag

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

34

36

ADN

Homo sapiens

34

ttcaccggta ccagttggac caaagttatg aacgtc

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

35

32

ADN

Homo sapiens

35

gaggaataac atatgcgacc gtccggacgt aa

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

36

36

ADN

Homo sapiens

36

ttctacttcc aggaagacga aggtccaact ggtacc

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

37

54

ADN

Homo sapiens

37

33

36

32

36

gtcgtcacca atcccaagga aggtagtggt agecgacegt ccggecgtaa gage

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

38

40

ADN

Homo sapiens

38

39

54



10

15

20

25

30

ES 2400341 T3

ccgcggatece tcgagattat tegtetticct ggaagtagaa

<210> 39

<211> 36

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 39

gaggaataac atatgggtcc aactggtacc ggtgaa

<210> 40

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 40

aatatactgc agtggtggaa taggag

<210> 41
<211> 68
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 41

26

40

36

gtcgtcacca atcccaagga aggatcagga tcecggaaaac gtecgecggg ttteteceeg

ctgtaatc 68
<210> 42

<211> 76

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 42

tcgagattac agcggggaga aacccggcgg acgttttccg gatcctgatc cttccttggg

attggtgacg actgca

<210> 43

<211> 489

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 43

atgtctgttt ctgaaatcca
cgtgttgaat ggctgcgtaa
ggtgaatcca aggctectct

atcaatgtgg ccgtgcatgt

tctgggaaaa ccagtgagtc
gaagggatat acaaagtgga
ccattccatg agcatgcaga
accattgccg ccctgctgag

aaggaataa

gctgatgcat
gaaactgcag
gatggtcgca
gttcagaaag
tggagagcetyg
aatagacacc
ggtggtattc

ccecctactcc

aacctgggta
gacgttcata
gttctagatg
gctgctgatg
catgggctca
aaatcttact
acagccaacg

tattccacca

aacatctgaa
actttggtcc
ctgtccgagg
acacctggga
caactgagga
ggaagtgtct
actccggecc

cggcrgtegt

40

ctctatggaa
aactggtacc
cagtcctgec
gccatttgcc
ggaatttgta
tggcatctec
ccgeegetac

caccaatccc

60

60
76

60
120
180
240

300
360
420
480
489



10

15

20

25

30
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<210> 44

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 44

cgtacaggtt tacgcaagaa aatgg 25

<210> 45
<211> 62
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 45

ggattcaccg gtaccagttg gaccaccacc accaccacca cccgcactge ctgaaccaga

gc

<210> 46

<211> 71

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 46

tgactaagcc atatgaaaca tcatcaccat caccatcatg acgaagttga tcacggtgaa

ggtactttca c

<210> 47

<211> 44

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 47

ggattcaccg gtaccagttg gaccaccacc accaccaccg ctac 44

<210> 48

<211> 594

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 48

atgaaacatc atcaccatca ccatcatgac gaagttgatc acggtgaagg tactttcact
tctgacgttt cttcttatct ggaaggtcag gctgctaaag aattcatcgc ttggctggtt
adaggtcgtg gtggttctgg ttctgctact ggtggttccg gctccaccgc aagcetctggt
tcaggcagtg cgggtagtgg tggtggtggt ggtccaactg gtaccggtga atccaaggct
cctctgatgg tcaaagttct agatgctgtc cgaggcagtc ctgccatcaa tgtggccgtg
catgtgttca gaaaggctgc tgatgacacc tgggagccat ttgcctctgg gaaaaccagt
gagtctggag agctgcatgg gctcacaact gaggaggaat ttgtagaagg gatatacaaa
gtggaaatag acaccaaatc ttactggaag gcactttgca tctccccatt ccatgagcat
gcagaggtgg tattcacagc caacgactcc ggcccccgec getacaccat tgccgeectg
ctgagcccct actcctattc caccacggct gtcgtcacca atcccaagga ataa
<210> 49

<211> 591

41

60
120
180
240
300
360
420
480
540
594

60
62

60
71



10

15

20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 49

atgaaacatc
tctgacgttt
aaaggtcgtg
ggcggtggta
ctgatggtcg
gtgttcagaa
tctggagage
gaaatagaca
gaggtggtat
agcccctact

<210> 50
<211> 76
<212> ADN
<213>

<400> 50

agacctgtac atatgaaaca

ggtactttca

<210> 51
<211> 20
<212> ADN
<213>

<400> 51

atcaccatca
cttcttatct
gtggtggtgg
gcggtggtgg
cagttctaga
aggctgctga
tgcatgggct
ccaaatctta
tcacagccaa

cctattccac

Homo sapiens

cttctg

Homo sapiens

gggggaagag gaaaactgac

<210> 52

<211> 894
<212> ADN
<213>

<400> 52

Homo sapiens

ccatcatgac
ggaaggtcag
tggttctggt
tggtggtggt
tgctgtccga
tgacacctgg
cacaactgag
ctggaaggca
cgactcegge

cacggctgtc

tcatcaccat

20

ES 2400341 T3

gaagttgatc
gctgctaaag
ggtggtgatt
ccaactggta
ggcagtcctg
gagccatttg
gaggaatttg
ctttgcatct
cccegeeget

gtcaccaatc

caccatcatg

acggtgaagg
aattcatcgce
ctggtggtgg
ccggtgaatc
ccatcaatgt
cctctgggaa
tagaagggat
cceccattcca
acaccattgc

ccaaggaata

acgaagttga

42

tactttcact
ttggctggtt
tggttctgge
caaggctect
ggccgtgeat
aaccagtgag
atacaaagtg
tgagcatgca
cgcecctgetg

a

tcacggtgaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
591

60
76



10

15

20

atgaaacatc
tctgacgttt
aaaggtcgtg
tcaggcagtg
ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagccgeggag
caccaggact
gcccccatceg
accctgecce
aaaggcttct
aactacaaga
ctcaccgtgg
gaggctctgc

<210>
<211>
<212>
<213>

53
60
ADN

<400> 53

gtcgtcacca atcccaagga aggttetgge tceggateag ggggaccegte agttttecte

<210>
<211>
<212>
<213>

54
52
ADN

<400> 54

atcaccatca
cttcttatct
gtggttctgg
cgactcatgg
aactcctggg
tctecccggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcccggga
atcccagcega
ccacgcctcc
acaagagcag

acaaccacta

Homo sapiens

Homo sapiens

ccatcatgac
ggaaggtcag
ttctgctact
tggtggtggt
gggaccgtca
ccctgaggtce
ctggtacgtyg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcc
tgagctgacc
catcgcegtg
cgtgctggac
gtggcagcag
cacgcagaag

ES 2400341 T3

gaagttgatc
gctgctaaag
ggtggttccyg
ggtgacaaaa
gttttcctct
acatgcgtgg
gacggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacgget
gggaacgtct

agcctetece

acggtgaagg
aattcatcgc
gcteccaccge
ctcacacatg
tccccccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtect
tctccaacaa
cccgagaacc
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttcttcct
tctcatgctce

tgtctccggg

ccgcggatec tegagattag gatccagaac cecctttgge tttggagatg gt

<210>
<211>
<212>
<213>

55
42

<400> 55

gaggaataac atatgggtcc aactggtacc ggtgaatcca ag

<210>
<211>
<212>
<213>

56
735

<400> 56

ADN
Homo sapiens

ADN
Homo sapiens

42

43

tactttcact
ttggctggtt
aagctctggt
tccaccgtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtectg
agcectecca
acaggtgtac
ctgectggtce
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat

taaa

52

60

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
894



10

15

atgggtccaa
gtccgaggcea
acctgggagce
actgaggagg
aaggcacttg
tcecggeeccec
gctgtcgtca
ctcttcecccc
gtggtagtgg
gtggaggtgc
gtggtcagcg
aaggtctcca

ggttctggat

<210>
<211>
<212>
<213>

57
843
ADN

<400> 57
atgatcgaag
gggggtggca
ggtaccggtg
cctgccatca
tttgcctctg
tttgtagaag
atctccccat
cgctacacca
aatcccaagg
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgtcce
aaagcectcec
taa

<210>
<211>
<212>
<213>

58
35
ADN

<400> 58

gaggaataag gatccatcga aggtccgact ctgeg

<210> 59
<211> 843
<212> ADN

ctggtaccgg
gtcctgecat
catttgcctc
aatttgtagé
gcatctcccc
gccgetacac
ccaatcccaa
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tcctcaccgt
acaaagccct

CCtaa

Homo sapiens

gtccgactct
ttgagggccc
aatccaaggc
atgtggccgt
ggaaaaccag
ggatatacaa
tccatgagea
ttgccgeect
aaggttctgg
acaccctcat
aagaccctga
caaagccegeg
tgcaccagga

cagcccccat

Homo sapiens

tgaatccaag
caatgtggcc
tgggaaaacc
agggatatac
attccatgag
cattgccgec
ggaaggttct
ggacaccctc
cgaagaccct
gacaaagccg
cctgcaccag

cccageccecc

gcgtcagtgg
aacccttege
tcctctgatg
gcatgtgttc
tgagtctgga
agtggaaata
tgcagaggtg
gctgagccce
ctccggatca
gatctcccgg
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat

cgagaaaacc

ES 2400341 T3

gctcctctga
gtgcatgtgt
agtgagtctg
aaagtggaaa
catgcagagg
ctgctgagec
ggctccggat
atgatctccc
gaggtcaagt
cgggaggagc
gactggctga

atcgagaaaa

ctggctgctc
caatggcttg
gtcaaagttc
agaaaggctg
gagctgcatg
gacaccaaat
gtattcacag
tactcctatt
gggggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt

atctccaaag

tggtcaaagt
tcagaaaggc
gagagctgca
tagacaccaa
tggtattcac
cctactccta
cagggggacc
ggacccctga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga

ccatctccaa

gtgctggcgg
cagcacgcgce
tagatgctgt
ctgatgacac
ggctcacaac
cttactggaa
ccaacgactc
ccaccacggc
cagttttcct
tcacatgcgt
tggacggcgt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa

ccaaaggggg

35

44

tctagatgct
tgctgatgac
tgggctcaca
atcttactgg
agccaacgac
ttccaccacg
gtcagttttc
ggtcacatgc
cgtggacggce
cacgtaccgt
gtacaagtgc

agccaaaggg

tggtggcgga
aggtccaact
ccgaggcagt
ctgggagcca
tgaggaggaa
ggcacttggc
cggceeccge
tgtcgtcacc
cttcccceccca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtc
ggtctccaac

ttctggatcc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
735

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
843
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20

<213> Homo sapiens

<400> 59
atgggtccaa
gtccgaggcea
acctgggagce
actgaggagg
aaggcacttg
tccggecccc
gctgtcgtca
ctcttccccc
gtggtggtgg
gtggaggtgc
gtggtcagcg
aaggtctcca
ggttctggat
ggtggcggag
taa

<210>
<211>
<212>
<213>

60
48
ADN

<400> 60

ttcaccggta ccagttggac cagaacccce tttggetttg gagatggt

<210>
<211>
<212>
<213>

61
48
ADN

<400> 61

gaggaataac atatgggatc cggttctggg ggaccgtcag ttttccte

<210>
<211>
<212>
<213>

62
723
ADN

<400> 62

ctggtaccgg
gtcctgccat
catttgcctc
aatttgtaga
gcatctcccc
gccgectacac
ccaatcccaa
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tcctcaccgt
acaaagccct

ccatcgaagg

ggggtggcat

Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens

tgaatccaag
caatgtggcc
tgggaaaacc
agggatatac
attccatgag
cattgcecgcc
ggaaggttct
ggacaccctc
cgaagaccct
gacaaagccg
cctgcaccag
cccagceeccc
tccgactctg

tgagggccca

ES 2400341 T3

gctcctctga
gtgcatgtgt
agtgagtctg
aaagtggaaa
catgcagagg
ctgctgagec
ggctccggat
atgatctccc
gaggtcaagt
cgggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
cgtcagtggc

acccttegec

tggtcaaagt
tcagaaaggc
gagagctgca
tagacaccaa
tggtattcac
cctactccta
cagggggacc
ggacccctga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga
ccatctccaa
tggctgctcg
aatggcttgce

48

45

tctagatgct
tgctgatgac
tgggctcaca
atcttactgg
agccaacgac
ttccaccacg
gtcagttttc
ggtcacatgc
cgtggacggc
cacgtaccgt
gtacaagtgc
agccaaaggg
tgctggeggt
agcacgcgca

48

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
843
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15

atgggatccg
ctcatgatct
cctgaggtca agttcaactg
ccgcgggagg
caggactggc tgaatggcaa ggagtacaag
cccatcgaga aaaccatctc
tccaaggctc
gtggccgtgce atgtgttcag
aaaaccagtg
atatacaaag
catgagcatg

gccgeectge

taa

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

ES 2400341 T3

accgtcagtt ttcctcttcc

gttctggggg
cccggaccce tgcgtggtgg
agcgtggagg

cgtgtggtca

tgaggtcaca
gtacgtggac

agcagtacaa cagcacgtac

tgcaaggtct

caaagccaaa gggggttctg

ctctgatggt caaagttcta gatgctgtcc

aaaggctgct gatgacacct

agtctggaga gctgcatggg ctcacaactg

tggaaataga caccaaatct tactggaagg

attcacagcc aacgactccg

cagaggtggt

tgagccccta ctcctattce accacggetg

63

33

ADN

Homo sapiens

63

gaggaataac atatgatcga aggtccgact ctg 33

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

64

36

ADN

Homo sapiens

64

taacatatgg gatcctgege gtgetgcaag ceattg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

65

831

ADN

Homo sapiens

65

ccccaaaacc
tggacgtgag
tgcataatgc
gcgtcctcac
ccaacaaagc
gtccaactgg
gaggcagtcc
gggagccatt
aggaggaatt
cacttggcat
gceccccgecg

tcgtcaccaa

36

46

caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaag
cgtcctgeac
ccteccagec
taccggtgaa
tgccatcaat
tgcctctggg
tgtagaaggg
ctccccattce
ctacaccatt

tcccaaggaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
723
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20

atgatcgaag
gggggtggca
tctgggggac
cggaccectg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatctcca
ctgatggtca
gtgttcagaa
tctggagagce
gaaatagaca
gaggtggtat
agcccctact

<210> 66
<211> 42
<212> ADN
<213>

<400> 66

gtccgactct
ttgagggccc
cgtcagtttt
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
aagttctaga
aggctgctga
tgcatgggct
ccaaatctta
tcacagccaa

cctattccac

Homo sapiens

gcgtcagtgg
aacccttcge
cctetteccce
cgtggtgatg
cgtggaggtg
tgtggtcagc
caaggtctcc
gggttctggt
tgctgtccga
tgacacctgg
cacaactgag
ctggaaggca
cgactccggce

cacggctgtc

ES 2400341 T3

ctggctgctc
caatggcttg
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaagccc
ccaactggta
ggcagtcctg
gagccatttg
gaggaatttg
cttggcatct
cccecgecget

gtcaccaatc

gtcgtcacca atcccaagga aggttetggt tetggtateg aa

<210> 67
<211> 40
<212> ADN
<213>

<400> 67

Homo sapiens

ccgeggatee tegagattat gegegtgetg caagecattg

<210> 68

<211> 510
<212> ADN
<213>

<400> 68

atgggtccaa
gtccgaggca
acctgggagc
actgaggagg
aaggcacttg
tccggecccc
gctgtcgtca
cagtggctgg
cttcgccaat

<210> 69
<211> 510

Homo sapiens

ctggtaccgg
gtcctgecat
catttgectc

aatttgtaga

gcatcteccc
gccgetacac
ccaatcccaa

ctgctcgtge’

ggcttgcagc

tgaatccaag
caatgtggcc
tgggaaaacc

agggatatac

attccatgag
cattgccgec
ggaaggttct
tggcggtggt

acgcgcataa

gtgctggcgg
cagcacgcgce
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
tcctgecacca
tcccageccec
ccggtgaatc
ccatcaatgt
cctctgggaa
tagaagggat
ccccattcca
acaccattgc

ccaaggaata

42

40

tggtggcgga
aggatccggt
catgatctcc
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
caaggctcct
ggcecgtgeat
aaccagtgag
atacaaagtg
tgagcatgca
cgcecctgetg

a

tgtcctctga tggtcaaagt tctagatgct
gtgcatgtgt tcagaaaggc tgctgatgac
agtgagtctg gagagctgca tgggctcaca
aaagtggaaa tagacaccaa atcttactgg
catgcagagg tggtattcac agccaacgac
ctgctgagcc cctactccta ttccaccacg
ggttctggta tcgaaggtcc gactctgegt

ggcggagggg gtggcattga gggcccaacc

47

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
831

60
120
180
240
300
360
420
480
510
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 69

atgggtccaa
gtccgaggca
acctgggagc
actgaggagg
aaggcacttg
tcecggecececc
gctgtcgtea
cagtggctgg
cttcgccaat

<210>
<211>
<212>
<213>

70
510
ADN

<400> 70

atgggtccaa
gtccgaggea
acctgggagc
actgaggagg
aaggcacttg
tcecggceccce
gctgtcgtca
cagtggctgg
cttcgccaat

<210>
<211>
<212>
<213>

71
510
ADN

<400> 71

atgggtccaa
gtccgaggca
acctgggagc
actgaggagg
aagtgtcttg
tccggecccc
gctgtcgtca
cagtggctgg
cttcgccaat

<210> 72
<211> 510

ctggtaccgg
gtcctgcecat
catttgcctc
aatttgtaga
gcatctcccc
gccgctacac
ccaatcccaa
ctgctegtge

ggcttgcage

Homo sapiens

ctggtaccgg
gtcctgecat
catttgectc
aatttgtaga
gcatctcccc
gccgetacac
ccaatcccaa
ctgctegtgc

ggcttgcagc

Homo sapiens

ctggtaccgg
gtcctgecat
catttgcctc
aatttgtaga
gcatctcccc
gccgctacac
ccaatcccaa
ctgctecgtgce

ggcttgeage

tgaatccaag
caatgtggcc
tgggaaaacc
agggatatac
attccatgag
cattgccgcec
ggaaggttct
tggcggtggt

acgcgcataa

tgaatccaag
caatgtggcc
tgggaaaacc
agggatatac
attccatgag
cattgcegec
ggaaggttct
tggcggtggt
acgcgcataa

tgaatccaag
caatgtggcc
tgggaaaacc
agggatatac
attccatgag
cattgccgec
ggaaggttct
tggcggtggt

acgcgcataa

ES 2400341 T3

gctcctctga
gtgcatgtgt
agtgagtctg
aaagtggaaa
catgcagagg
ctgctgagcec
ggttctggta
99cggagggg

gctcctctga
gtgcatgtgt
agtgagtctg
aaagtggaaa
catgcagagg
ctgctgagec
ggttctggta
99¢cg9agggg

gctcctctga
gtgcatgtgt
agtgagtctg
aaagtggaaa
catgcagagg
ctgctgagec
ggttctggta
ggcggagggg

tggtcgcagt
tcagaaaggc
gagagctgca
tagacaccaa
tggtattcac
cctactccta
tcgaaggtcc

gtggcattga

tggtcgcagt
tcagaaaggc
gagagctgca
tagacaccaa
tggtattcac
cctactccta
tcgaaggtcc
gtggcattga

tggtcgcagt
tcagaaaggc
gagagctgca
tagacaccaa
tggtattcac
cctactccta
tcgaaggtcc

gtggcattga

48

tctagatgct
tgctgatgac
tgggctcaca
atcttactgg
agccaacgac
ttccaccacg
gactctgcgt

gggcccaacc

tctagatgct
ttgtgatgac
tgggctcaca
atcttactgg
agccaacgac
ttccaccacg
gactctgegt

gggcccaacce

tctagatgcet
tgctgatgac
tgggctcaca
atcttactgg
agccaacgac
ttccaccacg
gactctgcgt

gggcccaacc

60
120
180
240
300
360
420
480
510

60
120
180
240
300
360
420
480
510

60
120
180
240
300
360
420
480
510
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 72

atgggtccaa
gtccgaggcea
acctgggagce
actgaggagg
aaggcacttt
tccggeeccc
gctgtcgtca
cagtggctgg
cttcgecagt

<210>
<211>
<212>
<213>

73
495
ADN

<400> 73

atgatcgaag
g99gggtggca
ggtaccggtg
cctgccatca
tttgcctctg
tttgtagaag
atctccccat
cgctacacca

aatcccaagg

<210>
<211>
<212>
<213>

74
495
ADN

<400> 74

atgatcgaag
gggggtggca
ggtaccggtg
cctgccatca
tttgcctctg
tttgtagaag
atctccccat

cgctacacca

aatcccaagg

<210> 75
<211> 495

ctggtaccgg
gtcctgecat
catttgcctc
aatttgtaga
gcatctcccc
gccgetacac
ccaatcccaa
ctgctcgtge

ggcttgcagce

Homo sapiens

gtccgactct
ttgagggccc
aatccaaggc
atgtggccgt
ggaaaaccag
ggatatacaa
tccatgagca
ttgccgeect

aataa

Homo sapiens

gtccgactct
ttgagggccc
aatccaaggc
atgtggccgt
ggaaaaccag
ggatatacaa
tccatgagca
ttgcecgeect

aataa

tgaatccaag
caatgtggcc
tgggaaaacc
agggatatac
attccatgag
cattgccgcc
ggaaggttct
tggcggtggt

acgcgcataa

gcgtcagtgg
aacccttcgce
tcctctgatg
gcatgtgttce
tgagtctgga
agtggaaata
tgcagaggtg

gctgageccc

gcgtcagtgg
aacccttege
tcctctgatg
gcatgtgttc
tgagtctgga
agtggaaata
tgcagaggtg

gctgagcecc

ES 2400341 T3

gctcctctga
gtgcatgtgt
agtgagtctg
aaagtggaaa
catgcagagg
ctgctgagec
ggttctggta
99cggagggg

ctggctgctc
caatggcttg
gtcgcagttc
agaaaggctg
gagctgcatg
gacaccaaat
gtattcacag

tactcctatt

ctggctgcetc
caatggcttg
gtcgcagttc
agaaaggctg
gagctgcatg
gacaccaaat
gtattcacag

tactcctatt

tggtcgcagt
tcagaaaggc
gagagctgca
tagacaccaa
tggtattcac
cctactccta
tcgaaggtcc

gtggcattga

gtgctggcgg
cagcacgcgce
tagatgctgt
ctgatgacac
ggctcacaac
cttactggaa
ccaacgactc

ccaccacggce

gtgctggegg
cagcacgcgce
tagatgctgt
ctgatgacac
ggctcacaac
cttactggaa
ccaacgactc

ccaccacggc

49

tctagatgcet
tgctgatgac
tgggctcaca
atcttactgg
agccaacgac
ttccaccacg
gactctgegt

gggcccaacc

tggtggcgga
aggtccaact
ccgaggcagt
ctgggagcca
tgaggaggaa
ggcactttge
cggcceccge

tgtcgtcacc

tggtggcgga
aggtccaact
ccgaggcagt
ctgggagcca
tgaggaggaa
gtgtcttggce
cggcceccge

tgtcgtcacc

60
120
180
240
300
360
420
480
510

60
120
180
240
300
360
420
480
495

60
120
180
240
300
360
420
480
495



<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 75

atgatcgaag
gggggtggca
ggtaccggtg

cctgccatca
tttgcctctg
tttgtagaag
atctccccat
cgctacacca

aatcccaagg

gtccgactct
ttgagggccc
aatccaaggc
atgtggcegt
ggaaaaccag
ggatatacaa
tccatgagca
ttgccgeect

aataa

gcgtcagtgg
aacccttege
tcctetgatg
gcatgtgttc
tgagtctgga
agtggaaata
tgcagaggtg
gctgagcccec

ES 2400341 T3

ctggctgcetc
caatggcttg
gtcgcagttc
agaaaggctt
gagctgcatg
gacaccaaat
gtattcacag

tactcctatt

gtgctggcgg
cagcacgcgce
tagatgctgt
gtgatgacac
ggctcacaac
cttactggaa
ccaacgactc

ccaccacggc

50

tggtggcgga
aggtccaact
ccgaggcagt
ctgggagcca
tgaggaggaa
ggcacttggc
cggecccecgc

tgtcgtcacc

60
120
180
240
300
360
420
480
495
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10.

11.
12.

13.

ES 2400341 T3

REIVINDICACIONES

Un polipéptido de transtiretina (TTR) que comprende la secuencia aminoacidica que se expone en la SEQ ID
NO: 1, que comprende una sustitucion en la posicién 10 de cisteina a alanina.

El polipéptido de TTR de la reivindicaciéon 1, que comprende adicionalmente la sustitucion de la alanina en la
posicion 37 por cisteina.

El polipéptido de TTR de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente la sustitucion del acido aspartico en
posicion 38 por cisteina.

El polipéptido de TTR de la reivindicacion 1 que comprende adicionalmente la sustitucion de la alanina en
posicion 81 por cisteina.

El polipéptido de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente la sustitucion de la glicina en posicién 83 por
cisteina.

El polipéptido de TTR de la reivindicacion 2 o la reivindicacion 5, que comprende adicionalmente la sustitucion de
la lisina en posicion 15 por alanina.

El polipéptido de TTR de la reivindicacion 1, en el que el polipéptido de TTR se modifica quimicamente con un
producto quimico seleccionado del grupo consistente en dextrano, poli(n-vinilpirrolidona), polietilenglicoles,
homopolimeros de propilenglicol, copolimeros de poli(éxido de propileno)/6xido de etileno, polioles polietoxilados
y polivinilalcoholes.

El polipéptido de TTR de la reivindicacion 7, en el que el polipéptido de TTR estd modificado quimicamente con
polietilenglicol (PEG).

El polipéptido de TTR de la reivindicacion 8, en el que el PEG tiene un peso molecular de entre 1 kDa y 100 kDa,
incluyendo entre 5 kDa y 30 kDa.

Una proteina de fusién que comprende una proteina fusionada con el polipéptido de TTR de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 9.

Un &cido nucleico aislado que codifica el polipéptido de TTR de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6.

Un vector de expresion que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido de TTR de
una cualquiera de las reivindicaciones 1-6.

Una célula hospedadora que comprende el vector de expresion de la reivindicacion 12.

51
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Figura 4
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